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Le molecole della vita 



Una introduzione alla «nuova biologia», che cerca di spiegare i 
meccanismi molecolari alla base della complessità organica: un nuovo 
modo di vedere la vita e una via per uno sviluppo tecnologico e industriale 



di Robert A. Weinberg 



1a biologia dei nostri giorni è profon- 
damente diversa da quella di 
J dieci anni fa: infatti lo sviluppo 
di nuove tecniche di indagine ha reso di 
routine esperimenti un tempo non rea- 
lizzabili neppure dal ricercatore più e- 
sperto nel campo della biologia speri- 
mentale. Eppure la nuova biologia mo- 
lecolare ha fatto molto di più che esten- 
dere la gamma delle tecniche di labora- 
torio: in breve tempo ha posto le basi per 
un'industria biotecnologica e un risulta- 
to ancora più importante lo ha ottenuto 
modificando il modo in cui l'uomo guar- 
da agli organismi viventi, dai batteri ai 
suoi consimili. 

Tradizionalmente la biologia è stata 
una scienza descrittiva che si è assunta il 
compito di catalogare la moltitudine de- 
gli organismi viventi, di elencarne le ca- 
ratteristiche e di esaminarne le strutture 
a livello sia macroscopico sia microsco- 
pico. Tuttavia, descrivendo in questo 
modo i caratteri osservabili degli orga- 
nismi, o fenotipi, i biologi prendevano in 
considerazione solo le conseguenze dei 
processi vitali, non le cause. Uno speri- 
mentatore, per esempio, poteva seguire 
la contrazione di un muscolo o lo svilup- 
po di un embrione, ma da questa osser- 
vazione non poteva trarre le indicazioni 
necessarie per comprendere effettiva- 
mente quali meccanismi fossero alla ba- 
se dei due processi. 

Lo sviluppo di tecniche microscopi- 
che, che hanno consentito di visualizzare 
cellule e organetti subcellulari, ha poten- 
ziato notevolmente le capacità di osser- 
vazione. In seguito, la microscopia etet- 
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tronica ha spinto ancora più in là i limiti 
dì risoluzione consentendo di analizzare 
l'ultrastruttura cellulare con grande pre- 
cisione; questo perfezionamento ha por- 
tato alla scoperta di un numero ancora 
maggiore di strutture e di fenomeni i cui 
meccanismi causali rimanevano oscuri, 
in quanto la loro spiegazione doveva es- 
sere legata evidentemente a elementi 
ancora più piccoli delle componenti cel- 
lulari osservate dai microscopisti. 

È così risultato evidente a poco a poco 
che gli importanti meccanismi causali al- 
la base di molti fenomeni biologici erano 
determinati dal funzionamento dì mole- 
cole specifiche, presenti all'interno e al- 
l'esterno della cellula. Questo numero di 
«Le Scienze» espone il pensiero dei ri- 
cercatori scientifici riguardo alte compo- 
nenti molecolari dei sistemi biologici. 
Gli artìcoli che sì susseguiranno sono 
tutti permeati dalla convinzione che de- 
scrivere i fenomeni biologici sia molto 
meno interessante che spiegare i mecca- 
nismi molecolari che ne sono alla base. 
Gli esperti dì biologia molecolare che 
presentano qui i risultati del loro lavoro 
hanno a che fare con strutture che non 



vedranno mai e, tuttavia, lavorano nella 
certezza che gli agenti invisibili, submi- 
croscopici, che studiano possano spiega- 
re in modo sostanziale la complessità 
della vita. 

La capacità da poco raggiunta nel de- 
scrivere e manipolare le molecole fa sì 
che i biologi non siano più costretti a 
studiare la vita come il prodotto finale 
di oltre due miliardi di evoluzione. In- 
fatti, la nuova tecnologia ha consentito 
di cambiare a piacimento gli elementi 
critici del programma biologico e, così 
facendo, di creare versioni viventi mai 
previste dall'evoluzione naturale. A lun- 
go andare questo potrà risultare il cam- 
biamento più radicale derivante dalla 
possibilità di manipolare le molecole 
biologiche. 

T^ra i molti tipi di molecole biologiche 
* presenti nelle cellule viventi, tre 
hanno maggiormente attratto l'attenzio- 
ne degli studiosi: le proteine, I'rna e il 
dna. Si tratta di macromolecole, più 
precisamente polimeri lineari costituiti 
da subunità semplici, i monomeri. Fino 
a vent'anni fa quelle che facevano la par- 



La doppia elica del dna, molecola fondamentale per la vita perché depositaria dell'informa- 
zione genetica, è vista di Iato nell'immagine della forma B del dna, elaborata al calcolatore al 
Computer Graphics Laboratory dell'Università della California a San Francisco. Le sfere 
rappresentano i singoli atomi: l'ossigeno è rosso, l'azoto blu, il carbonio verde e il fosforo giallo. 
Le regioni oblique delineano lo scheletro zucchero-fosfato dell'elica, che ha la forma di una 
scala a pioli; gli elementi orizzontali, formati da atomi dì azoto, carbonio e ossigeno, sono le 
coppie di basi che legano trasversalmente i due filamenti dell'elica. Nel programma al calco- 
latore è stato eliminalo lo scheletro zucchero-fosfato nella parte più lontana della slnittura. 



te del leone erano le proteine e, in re- 
trospettiva, la ragione di questo interes- 
se appare chiara. Infatti, alcuni tessuti 
specializzati accumulano grandi quantità 
di un unico tipo di proteina. Per esem- 
pio, i globuli rossi contengono quasi 
esclusivamente emoglobina, la cartilagi- 
ne è costituita in gran parte da collageno 
e i peli sono perloppiù cheratina. I bio- 
chimici si sono dedicati in primo luogo 



allo studio di queste proteine perché po- 
tevano essere ottenute in forma pura e 
questa purezza costituiva un requisito 
necessario per approfondirne ulterior- 
mente lo studio. 

Con lo sviluppo di tutta una serie di 
tecniche biochimiche sofisticate è stato 
possibile purificare anche le proteine 
presenti in tracce in quel complesso mi- 
scuglio chimico che costituisce il conte- 



nuto di una cellula. I biochìmici sono 
stati cosi in grado di concentrare la pro- 
pria attenzione su proteine che funzio- 
nano come enzimi, cioè come catalizza- 
tori delle diverse migliaia di reazioni che, 
nel loro insieme, costituiscono il meta- 
bolismo delle cellule viventi. Questo la- 
voro di ricerca ha dato buoni risultati, 
perché molte delle reazioni potevano es- 
sere facilmente ricostruite in una provet- 




ta contenente un miscuglio opportuno di 
reagenti ed enzimi catalitici. 

Negli ultimi venticinque anni, invece, 
l'interesse si è gradualmente spostato 
dallo studio delle proteine a quello delle 
altre macromolecole, prima I'rna e più 
recentemente il dna. Alla base di questo 
cambiamento vi erano due importanti 
ragioni ed è buffo che la prima derivi 
proprio dai grandi successi della biochi- 
mica delle proteine, che aveva prodotto 
un'enorme quantità di dati su migliaia di 
queste molecole e di reazioni biochimi- 
che. Ben presto però ci si è accorti che 
approfondire lo studio di singoli «alberi» 
forniva speranze limitate sulla compren- 
sione dell'intera «foresta*. Rimaneva 
aperta una domanda: che cosa era re- 
sponsabile dell'organizzazione e dell'or- 
chestrazione di questa complessa schiera 
di strutture e di processi? La risposta non 
spettava alle proteine, ma alla genetica 
e agli acidi nucleici depositari dell'infor- 
mazione genetica. 

L'altro motivo per il quale gli acidi 
nucleici, in particolare il dna, hanno 



conquistato un ruolo di primo piano de- 
riva dall'avvento della tecnologìa nota 
come «ingegneria genetica». Nel corso 
dell'ultimo decennio i biologi hanno im- 
parato a manipolare il dna, in modi che 
(almeno attualmente) non sono accessi- 
bili al chimico che studia le proteine. Il 
dna può essere frammentato, modifica- 
to e ricostruito; può essere amplificato 
in molte copie; inoltre, e questa è forse 
la cosa più importante, si può sintetizza- 
re da esso l'RNA e quindi molecole pro- 
teiche di dimensioni e di composizione 
desiderate. L'operazione sperimentale 
fondamentale in queste manipolazioni è 
la clonazione di geni che, più di ogni 
altro fattore, ha dato un volto nuovo alla 
biologia. 

Le basi per la clonazione di geni sono 
■ state poste nel 1953, quando James 
Watson e Francis Crick hanno intuito la 
struttura a doppia elica del DNA. Un fi- 
lamento di acido nucleico è formato da 
una sequenza di nucleotidì, ciascuno dei 
quali contiene una o l'altra di quattro 
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Il «rosone» molecolare in quest'immagine, anch'essa elaborata al Computer Graphics Labo- 
ratori, è una vista lungo Tasse della doppia elica della forma B del dna. Dieci coppie conse- 
cutive di nucleotidì disposte lungo l'etica sono proiettate su un piano; la simmetria dipende 
dalla presenza di dieci nucleotidi per ogni giro d'elica. Le superaci dei residui di ribosio e dei 
gruppi fosfato nei due filamenti sono delineate da punti che rappresentano carbonio (in verde), 
ossigeno (in rosso) e fosforo (ingiallo). Al centro I punti sono slati eliminati per lasciare esposta 
la struttura scheletrica delle basi, in gran parte costituita da azoto (in blu) e carbonio. 



basi: adenina (A), guanina (C), timina 
(T) e citosina (C). Una/1 presente su un 
filamento della doppia elica si appaia 
con una T dell'altro filamento, mentre 
una G si appaia a una C; per questo 
motivo i due filamenti risultano comple- 
mentari. La sequenza delle basi specifica 
l'ordine in cui gli amminoacidi si unisco- 
no per formare le proteine. Quando vie- 
ne letta (espressa) l'informazione conte- 
nuta in un gene, la sequenza delle sue 
basi viene copiata (trascritta) in un fila- 
mento di rna. Questo rna messaggero 
(m-RNA) funziona da stampo per la sin- 
tesi proteica: la sequenza delle sue basi 
è tradotta nella sequenza di amminoaci- 
di di questa o di quella proteina. 

Il contenere un codice per la sintesi di 
proteine rappresenta solo una piccola 
parte della funzione del dna, e quindi 
dell'informazione in esso archiviata. Per 
comprendere questo e altri semplici fatti 
è stato necessario prima di tutto cono- 
scere l'organizzazione generate delle se- 
quenze nucleotidiche del dna e ii modo 
in cui le sue unità funzionali, cioè i sin- 
goli geni, interagiscono l'una con l'altra 
nel repertorio genetico totale dell'orga- 
nismo, cioè nel suo genoma. 

L'analisi del genoma di organismi 
complessi è stata impossibile fino a tem- 
pi recenti; lo studio delle caratteristiche 
biochimiche più evidenti del dna cellu- 
lare forniva d'altra parte solo limitate 
speranze di comprendere le sottigliezze 
dell'organizzazione genetica. La quanti- 
tà di dna, già elevata in un batterio, 
ammonta, nel ben più ampio genoma di 
una cellula di mammifero, a circa due 
miliardi e mezzo di coppie di basi ordi- 
nate, con il loro contenuto di informa- 
zione, lungo i filamenti cromosomici. Le 
sequenze di basi sono organizzate in uni- 
tà discrete di informazione, i singoli geni. 
Nel genoma di un mammifero vi sono da 
50 000 a 100 000 geni e ciascuno di que- 
sti presumibilmente specifica la struttura 
di un particolare prodotto genico, nor- 
malmente una proteina. Per questo fatto 
i ricercatori hanno indirizzato inizial- 
mente il loro interesse allo studio dei 
singoli geni, ma fino a tempi recenti sono 
stati ostacolati in questa loro impresa 
dall'impossibilità di isolarli. In mancan- 
za di tecniche efficaci di arricchimento e 
di isolamento, i singoli geni rimanevano 
delle astrazioni : l'analisi genetica ne sug- 
geriva l'esistenza, ma la loro natura fisi- 
ca rimaneva inaccessibile per un'analisi 
biochimica diretta. 

Questo problema è stato parzialmente 
risolto grazie allo studio dei virus, 
che possiedono un genoma ridotto in 
confronto a quello cellulare e i cui geni 
sono tuttavia simili a quelli delle cellule 
che infettano. Il dna di un virus animale 
molto studiato, l*sv40 che infetta le 
scimmie, contiene solo 5243 coppie di 
basi e cinque geni. L'analisi di un singolo 
gene non è quindi confusa da un eccesso 
di sequenze non correlate a esso. Il ge- 
noma virale si moltiplica, inoltre, in di- 
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Il modello a sfere compatto, elaborato al calcolatore da Nelson L, Max 
del Lawrence Live r more National La borato ry e basalo so coordinate 
determinale da Joel L. Sussman ed Edward N. Trìfonov del VVeizmann 
Institute of Science, rappresenta la superetica di dna, in cui la doppia 



elica stessa ha subito un'ulteriore spiralizzazione. Si ritiene che il dna 
si trovi effettivamente impacchettato all'interno dei cromosomi del 
nucleo cellulare in questa forma e che la superelica si avvolga due volte 
attorno a un complesso iti proteine basiche, gli istoni (qui non ti si bili). 



verse centinaia di migliaia di copie iden- 
tiche all'interno di una cellula infettata 
e non è difficile separare il suo dna da 
quello delle cellule. 

Il dna virale relativamente semplice, 
una volta purificato, ha consentito di stu- 
diare diversi aspetti della struttura del 
gene, come la trascrizione, la maturazio- 
ne dell'RNA messaggero e la sintesi delle 
proteine, che non era stato possibile 
chiarire prima. Tuttavia rimanevano an- 
cora inspiegate la struttura particolareg- 
giata e la sequenza di basi del genoma 
virale, in quanto l'identificazione delle 
sue circa 5000 coppie di basi rappresen- 
tava una sfida scoraggiante per i biochi- 
mici, abituati ad analizzare i polimeri 
staccandone una unità alla volta. Verso 
la metà degli anni settanta, si sono poi 
rese disponibili due tecniche rivoluzio- 
narie che hanno semplificato radical- 
mente l'analisi della struttura del dna. 

La prima di queste tecniche consegui- 



va alla scoperta di enzimi capaci di fram- 
mentare il dna e chiamati endonucleasi 
di restrizione. Gli enzimi di restrizione, 
che vengono estratti da batteri, scindono 
una molecola di dna soltanto in corri- 
spondenza di sequenze specifiche che si 
presentano in questo o in quel punto 
della doppia elìca: per esempio l'endo- 
nucleasi Èco Ri, che è la più usata, pro- 
voca un'interruzione ovunque incontri la 
sequenza GAATTC, mentre la Smaì 
scinde la sequenza CCCGGG e cosi via. 
(Le sequenze che costituiscono siti di 
riconoscimento si presentano con una 
certa probabilità statistica in ogni fila- 
mento di DNA.) 

Gli enzimi di restrizione sono diven- 
tati strumenti importanti nelle mani de- 
gli sperimentatori in quanto stabiliscono 
utili punti di riferimento tungo la mole- 
cola del DNA, altrimenti priva di caratteri 
distintivi. Essi consentono di ridurre una 
molecola di DNA molto lunga in una serie 



di frammenti distinti, ciascuno dei quali 
contiene da diverse centinaia a diverse 
migliaia di basi. I frammenti possono poi 
essere separati gli uni dagli altri secondo 
le loro dimensioni mediante elettrofore- 
si su gel e possono quindi essere singo- 
larmente sottoposti a ulteriore analisi. 

L'altra tecnica rivoluzionaria riguar- 
dava la definizione della sequenza nu- 
de ori dica del dna. Sono stati messi a 
punto diversi metodi con i quali si poteva 
determinare molto velocemente l'intera 
sequenza nucleotidica di un segmento 
ottenuto per mezzo di un enzima di re- 
strizione. Essi hanno permesso, per e- 
sempio, di stabilire nel 1978 l'intera se- 
quenza nucleotidica del genoma del vi- 
rus sv40. Poiché era già conosciuto il 
codice genetico per tradurre una se- 
quenza nucleotidica di DNA in una se- 
quenza amminoacidica, è stato possibile 
tradurre la sequenza dì basi di certe re- 
gioni del genoma in una sequenza di am- 
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L'ade rosi ri tri fosfato (ATP) è la molecola che fornisce energia libera per molte reazioni biochi- 
miche, comprese quelle per la polimerizzazione di dna, rna e proteine. L'atp, Ih cui struttura 
è stata elaborata in cjuest'immmagine dal Computer Graphics Laboratori, è ttn nucleolide 
costituito dalla base adenina (a sinistra), da un residuo di ribosio e da tre gruppi fosfato (a 
destra). L'energia è immagazzinata quando un terzo gruppo fosfato viene aggiunto all'aderii)- 
sindifosfalo dall'ossidazione di molecole ricche di energia e, nelle piante, dalle fotosintesi. 
L'atp libera questa energia quando si scinde, staccando il ter/» gruppo fosfato. Le linee 
indicano lo scheletro della molecola; i punti de lineano superfici effettive degli atomi costituenti. 
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La molecola dell'insulina, un ormone che svolge molteplici funzioni, è raffigurata mediante un 
modello elaborato al calcolatore da Elizabeth D. Getzoff, J. A. Tainer e Arthur J. Olson del 
Research Instilute della Scripps Clinic grazie allo slesso software con cui è slata ottenuta 
l'immagine in copertina di questo fascicolo. L'insulina e un piccolo ormone polipeptidico 
costituito da due brevi catene ripiegale. Le linee indicano lo scheletro delle due catene; i punti 
delineano la superficie accessibile al solvente. La colorazione riflette la mobilità relativa degli 
atomi costituenti: in rosso e in arancione sono raffigurati gli atomi che si spostano maggior- 
mente dalla loro posizione media in un cristallo di insulina, in verde e in blu quelli meno mobili. 



minoacidi. Si è potuto così dedurre ta 
struttura delle proteine de! virus sv40 
dalla struttura del suo dna. In preceden- 
za la struttura peptidica era determinata 
mediante l'accurata, ma lenta, analisi 
chimica di singole proteine isolate; ora 
la rapida determinazione della sequenza 
del DNA permetteva di conoscere in bre- 
vissimo tempo quella peptidica. La defi- 
nizione della sequenza di basi del DNA 
ha anche rivelato altre regioni del geno- 
ma dell'sv40 non interessale nella codi- 
ficazione di proteine, ma bensì nella re- 
golazione dell'espressione genica e nella 
duplicazione del dna. 

Le tecniche per isolare i singoli geni 
delle cellule hanno consentito ulte- 
riori progressi. In questo campo il suc- 
cesso è derivato da studi di genetica bat- 
terica intrapresi agli inizi degli anni set- 
tanta. 1 metodi per l'isolamento svilup- 
patisi da questo genere dì ricerche si ba- 
sano in ultima analisi sulla somiglianza 
dell'organizzazione molecolare di tutti 
gli organismi viventi, dai più semplici ai 
più complessi. Da ciò consegue che le 
molecole di dna di batterio e di mam- 
mifero sono strutturalmente compatibili 
e che segmenti di DNA provenienti da 
una forma di vita possono essere facil- 
mente mescolati con il dna di un'altra. 

Questa somiglianza strutturale del 
dna si estende anche a molti batteriofagi 
(virus che infettano i batteri) e plasmidi 
(piccole molecole circolari di DNA che 
sono parassiti di batteri). I fagi iniettano 
il proprio filamento di DNA in un batte- 
rio, dove questo si replica dando luogo a 
numerose molecole che vengono poi ri- 
vestite da altrettanti involucri di protei- 
na virale. I fagi neoformati lisano quindi 
la parete batterica e, abbandonata la 
vecchia cellula, vanno a infettare altri 
batteri suscettibili. I plasmidi, ancora più 
semplici, instaurano con le cellule batte- 
riche nelle quali crescono una relazione 
ancor più simbiotica: infatti possono 
contenere geni che conferiscono vantag- 
gi alla cellula ospite, per esempio resi- 
stenza a un antibiotico, mentre a sua 
volta la cellula ospite consente che il 
DNA del plasmide si duplichi in essa in 
misura limitata, in modo da garantire la 
continua presenza di questa piccola mo- 
lecola nelle proprie cellule figlie. 

Le molecole di DNA di alcuni fagi e 
plasmidi sono (come quelle dell'sv40) di 
dimensioni ridotte, in quanto contengo- 
no da alcune migliaia fino a un massimo 
di 50 000 basi e proprio per questa ca- 
ratteristica possono essere manipolate e 
ristrutturate con tutta una serie di tecni- 
che sviluppate di recente. Oggi è possi- 
bile isolare con una certa facilità le mo- 
lecole, ottenendole intatte e in grande 
quantità, scinderle in un certo numero di 
siti specifici mediante enzimi dì restrizio- 
ne, riunire i frammenti risultanti gli uni 
con gli altri, oppure unire questi fram- 
menti a segmenti di DNA di origine di- 
versa per ricostituire la molecola origi- 
naria o per ottenerne una ibrida. Enzimi 



facilmente disponibili di origine batteri- 
ca, noti come DNA-ligasi, sono in grado 
di effettuare il ricongiungimento, rico- 
noscendo le estremità delle molecole di 
dna e fondendole senza lasciare alcuna 
traccia di giunzione. 

È possibile replicare un dna ibrido, 
costituito da un plasmide unito a mate- 
riale genetico di origine diversa (per 
esempio di mammifero), introducendo- 
lo in una cellula batterica. Questo signi- 
fica che il genoma del plasmide può ser- 
vire come «vettore» per introdurre e per 
amplificare il dna estraneo nei batteri. 
Un vettore fagico funziona in modo ana- 
logo e può servire anche per trasferire il 
DNA estraneo da un batterio all'altro co- 
sicché, quando il dna vettore viene co- 
piato nel corso di una replicazione, lo e 
anche il dna estraneo inserito. 

Il punto di partenza del processo di 
clonazione è l'intero genoma cellulare dì 
un organismo complesso come, per e- 
sempio. un mammifero. Il dna viene 
scisso in frammenti di dimensioni com- 
patibili (da 1000 a 30 000 basi circa) con 
la capacità di trasporto di questo o di 
quel vettore. Un genoma complesso, co- 
me quello umano, può essere risolto in 
alcune centinaia di migliaia di frammenti 
di dna, ciascuno dei quali può essere 
singolarmente inserito in una molecola 
di dna vettore. Questo processo non ri- 
chiede uno scrupoloso montaggio mole- 
cola per molecola da parte di un esperto 
paziente, ma semplicemente il rimesco- 
lamento di milioni di inserti di dna e di 
molecole di dna vettore e l'aggiunta di 
DNA-ligasi, che completa il processo dì 
unione in pochi minuti. Se le molecole 
ìbride risultanti sono abbastanza nume- 
rose, si potrà sicuramente trovare ogni 
singolo gene cercato, inserito nell'uno o 
nell'altro segmento di DNA legato alle 
molecole vettrici. 

Ciascuna di queste molecole ibride, 
costituite di dna vettore e di dna di 
mammifero inserito, può ora essere in- 
trodotta in una cellula batterica dove si 
replica molte volte, producendo una po- 
polazione indipendente di discendenti, 
tutti identici al fondatore. Una popola- 
zione di questo genere è spesso indicata 
come clone, il che sottolinea la discen- 
denza da un unico antenato e l'identità 
di tutti i membri. 

Il termine «clone» ha acquistato un 
altro significato, che si riferisce in manie- 
ra specifica ai frammenti di dna estra- 
neo inseriti nelle molecole ibride della 
popolazione. Ciascuno di questi seg- 
menti faceva parte originariamente del 
DNA di un genoma complesso, in mezzo 
a milioni di altri segmenti di DNA di di- 
mensioni e di complessità paragonabili. 
Una volta trattato con le tecniche de- 
scritte sopra, questo segmento si presen- 
ta in forma pura, contaminato solo dal 
DNA vettore associato, all'interno della 
particolare popolazione clonale. Il seg- 
mento di dna inserito è stato isolato da 
quelli a cui era prima legato ed è stato 
amplificato selettivamente, ossia clona- 



to: per questo, anche l'inserto di DNA 
purificato è spesso chiamato «clone*. 

Il processo di clonazione richiede un'al- 
tra operazione che normalmente è la 
più rischiosa di tutte. Il processo di inse- 
rimento e di amplificazione ha dato luo- 
go a centinaia di migliaia di differenti 
popolazioni clonali, ciascuna delle quali 
discende da una singola molecola ibrida 
di dna. Se gli ibridi di partenza sono stati 
opportunamente diluiti prima di essere 
amplificati, ciascuna popolazione clona- 
le discendente è fisicamente separata da 
altre popolazioni che posseggono diffe- 
renti frammenti di dna inseriti. Avendo 
costituito questa grande schiera (un vero 
e proprio «archivio» o «collezione») di 
popolazioni clonali distinte, lo speri- 
mentatore si trova oggi a dover fronteg- 
giare il problema di individuare, fra tan- 
te popolazioni, quella che porta inserito 
il DNA che gli interessa. 

Se un gene o segmento di dna affine 
è già stato clonato, il riconoscimento può 
essere semplice. Infatti questo dna può 
essere marcato con un isotopo radioat- 
tivo; in opportune condizioni, il dna ra- 
dioattivo si fisserà preferenzialmente nel 



clone che interessa, identificandolo (i fi- 
lamenti complementari di DNA si «ibri- 
dano» . infatti, per appaiamento di basi). 
Tuttavìa, la clonazione più interessante 
viene sviluppata per isolare geni che non 
stano mai stati clonati prima, nemmeno 
in forme affini. Per far fronte a questa 
sfida sono quindi state sviluppate nume- 
rose strategie, con lo scopo di ottenere 
un metodo di identificazione specifico 
per analizzare una collezione di cloni e 
per individuare quelli che interessano. 

Una di queste strategie si basa sul 
principio che alcune proteine vengono 
«espresse» in grande quantità in cellule 
specializzate: per esempio, nei precurso- 
ri dei globuli rossi la globina (cioè la 
proteina che forma l'emoglobina) viene 
sintetizzata in quantità molto maggiore 
di qualsiasi altra molecola proteica. Di 
conseguenza, anche I'rna messaggero 
che dirige la sua sintesi è molto abbon- 
dante ed esistono metodi per isolarlo fa- 
cilmente dalle altre molecole di RNA 
messaggero presenti nella cellula. Il 
messaggero isolato, o una sua copia di 
dna, può servire come «sonda» che si 
ibriderà con la sequenza genica corri- 
spondente presente in quel repertorio di 




Un modello del canale del sodio, una grande molecola proteica inserita nella membrana delle 
cellule nervose, ideato da H, Robert Guy del National Cancer Institute, è raffigurato in questa 
immagine al calcolatore di Richard J. Feldmann dei National Institutes of Health. Il canale del 
sodio consente l'ingresso di ioni di sodio nel neurone, determinandone il potenziale d'azione, 
cioè il salto di tensione che scatena la liberazione del neurotrasmettitore. La proteina è 
costituita da quattro domini omologhi, ciascuno dei quali comprende otto strutture proteiche 
distìnte. 1 gruppi di sfere in colore uguale rappresentano le quattro versioni omologhe di 
ciascuna sottostruttura. In ogni dominio due sottostrutture (in verde chiaro) sono molti simili. 
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sequenze geniche che è il genoma. Ver- 
sioni sofisticate di questa strategia con- 
sentono di isolare selettivamente l'RNA 
messaggero, che codifica per una protei- 
na cercata, da migliaia di altre molecole 
di RNA messaggero presenti nella slessa 
cellula. 

Tuttavia la proteina di cui si cerca il 
gene è spesso rara e perciò il suo RNA 
messaggero non può essere isolato facil- 
mente. In questi casi se ne purifica una 
piccola quantità e si determina la se- 
quenza amminoacidtca di qualche sua 
parte. Conoscendo il codice genetico si 
può risalire dalla sequenza degli ammi- 
noacidi a quella delle basi probabilmen- 
te presenti nel gene che codifica per 
quella molecola proteica. Si possono 
quindi sintetizzare piccoli frammenti di 
DNA, corrispondenti alle sequenze di ba- 
si ottenute, riunendo i nucleotidi dispo- 
nibili. Questi frammenti di geni prodotti 
dall'uomo servono come sonde per iden- 
tificare il clone che interessa. 

Un'altra strategia ancora, che utilizza 
come elemento di partenza una proteina 
di cui si vuole clonare il gene, si basa 
sull'impiego di anticorpi diretti contro di 
essa. Batteri infettati da un fago che por- 
ta il gene che interessa sintetizzano pic- 
cole quantità di quella proteina e in que- 
sto modo è possibile analizzare, con Fan - 
ticorpo specifico che si lega alla proteina, 
una collezione di fagi, identificando il 
clone portatore del gene. 

Con queste e altre strategie sperimen- 
tali, la tecnologìa consente oggi di clo- 
nare facilmente ogni tipo di gene, di cui 
sia noto il prodotto proteico, e di isolarlo 
anche in piccole quantità. Una volta di- 
venuto abbastanza interessante per la ri- 
cerca, può venir isolato qualunque gene 
di quelli che codificano per le molte cen- 
tinaia di enzimi che sono state studiate 
dai biochimici. Infatti, sono già stati clo- 
nati i geni delle importanti proteine 
strutturali della cellula, compresi quelli 
che determinano l'architettura cellulare, 
mentre ne sono stati isolati altri che co- 
dificano per messaggeri intercellulari co- 
me l'insulina, l'interferon, le interleuci- 




ne e un certo numero di fattori di cresci- 
ta. In verità, la clonazione dei geni e la 
decifrazione delle loro sequenze nucleo- 
ti diche procedono più rapidamente del- 
l'interpretazione completa dei nuovi da- 
ti. Oggi la maggior parte delle sequenze 
viene a mano a mano immagazzinata 
nelle memorie dei calcolatori e forse i 
biologi delle generazioni future, aiutati 
da nuovi metodi analitici, saranno in gra- 
do di interpretarli completamente. 

I geni che specificano proteine note 
rappresentano solo una piccola parte 
dell'intero patrimonio genetico di un or- 
ganismo complesso. Anche la maggior 
parte degli altri geni codifica probabil- 
mente per alcune proteine, ma a tutl'og- 
gi la loro esistenza è intuibile solo per gii 
effetti che producono sulle strutture e 
sulle funzioni delle cellule e degli orga- 
nismi. Alcuni di essi specificano trasfor- 
mazioni biochimiche che hanno luogo 
nella cellula, altri dirigono complicati 
processi che danno origine a struttura e 
forma nell'embrione in via di sviluppo; 
altri ancora possono specificare le carat- 
teristiche comportamentali di un organi- 
smo. Questi geni rimangono inafferrabili 
perché i mezzi per identificarti all'inter- 
no di quei repertori che sono i genomi 
sono limitati. 

I! flusso di geni da un genoma a una 
collezione di geni fornisce risultati mi- 
gliori della descrizione particolareggiata 
della struttura del dna e delle proteine. 
Una volta clonato, un gene può essere 
inserito in una cellula estranea, che può 
essere indotta a esprimerlo, cioè a sinte- 
tizzare la proteina codificata da quel ge- 
ne nella sua sede originaria. 

Perché il gene si esprima occorre che 
sia isolato dal vettore in cui era clonato 
e assoggettato a modificazioni importan- 
ti. Queste ultime sono necessarie perché 
un gene di mammifero contiene sequen- 
ze regolatrici che ne promuovono la tra- 
scrizione in RNA messaggero nella cellu- 
la di provenienza, ma non in una cellula 
batterica. Queste sequenze devono per- 
ciò essere sostituite con sequenze rego- 
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latrici batteriche. Il gene modificato vie- 
ne poi introdotto in un «vettore di 
espressione», cioè un plasmide destinato 
a facilitarne l'espressione in un ambiente 
cellulare estraneo. Infine, il gene di 
mammifero (o un gene vegetale struttu- 
rato in modo analogo) con sequenze re- 
golatrici batteriche è introdotto in un 
ospite estraneo selezionato, di solito un 
batterio o una cellula di lievito. 

È possìbile produrre grandi quantità 
di proteina, sintetizzata solo in quantità 
limitate nell'ospite normale, riorganiz- 
zando il gene che è responsabile della 
sua sintesi in modo che possa esprimersi 
a un livello elevato in un batterio o in 
una cellula di lievito. Questa possibilità 
porta a un grande vantaggio economico 
e rappresenta una pietra angolare del- 
l'industria biotecnologica. Si possono 
coltivare a buon mercato, in camere di 
fermentazione, grandi quantità di mi- 
crorganismi portatori dì geni clonati, con 
un enorme incremento nella produzione 
di proteine. Tra i prodotti che sono nor- 
malmente fabbricati, o presi in conside- 
razione per la fabbricazione, si annove- 
rano l'insulina, l'interferon (che combat- 
te le infezioni e forse la crescita tumora- 
le), Furochinasi e l'attivatore del plasmi- 
nogeno (che scioglie i coaguli di sangue), 
la rennina (che serve a produrre il for- 
maggio), il fattore della necrosi dei tu- 
mori (per una possibile terapia del can- 
cro), lacellulasi (un enzima che produce 
glucosio dalla cellulosa) e gli antigeni 
peptidici virali (che servono a produrre 
nuovi vaccini innocui). 

In una diversa versione della tecnica 
di inserimento di geni, geni di mammì- 
fero clonati in batteri non vengono in- 
trodotti in microrganismi, ma in cellule 
di mammifero in coltura. Queste, sebbe- 
ne non possano essere coltivate econo- 
micamente nelle quantità elevate carat- 
teristiche delle colture di batteri e di lie- 
viti, presentano il vantaggio che si pos- 
sono apportare in questo modo piccole 
ma significative modificazioni alle pro- 
teine codificate dai geni di mammifero. 
Per esempio, certe proteine di mammi- 
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La mappa del genoma del virus n n v-l II. agente dell' aids, ottenuta 
mediante enzimi di restrizione, è stata realizzata nel laboratorio di 
Robert C. Gallo del National Canee r Insti tu te. Si tratta del primo 
mezzo con il quale in biologia molecolare viene raffigurala l'organiz- 
zazione di un segmento di dna. Il dna viene frammentalo da un'en- 
donudeasi di restrizione, un enzima che spezza il dna in siti specifici. 
Le dimensioni dei diversi frammenti sono determinate in base alla 
distanza di migrazione che percorrono in un gel elettroforetico. I 
singoli geni possono quindi essere clonati ed è possibile ricostruirne la 



sequenza nucleotidica. Frammentando un genoma con numerosi en- 
zimi di restrizione di diversa natura si forniscono ulteriori ponti di 
riferimento. In questa mappa relativamente semplice dell' ktlv-I II, 
sono stati riportati i siti nei quali diversi enzimi di restrizione spezzano 
il dna del virus un alta) e la posinone dei vari geni Un basso). Per 
esempio, l'antigene di superficie del virus è codificato dal gene env 
(dall'inglese envelope) e l'enzima (transcriptasi inversa), che copta 
I'rna del virus in dna, è codificato Aapol (polimerasi). La lunghezza 
totale di questo dna è di 9,3 chilobasì (ossia migliaia di basi). 



fero funzionano meglio quando alla loro 
impalcatura fatta di amminoacidi uniti 
con legami peptidici vengono attaccate 
catene laterali glicidiche e lipidiche; 
quest'aggiunta viene tuttavia effettuata 
abitualmente nelle cellule di mammife- 
ro, ma non in quelle batteriche. 

Oggi si possono inserire i geni clonati 
non solo in microrganismi o in col- 
ture di cellule di mammifero, ma anche 
nel genoma di un organismo vegetale, o 
animale, pluricellulare intatto. In questi 
casi le motivazioni sono molto diverse da 
quelle che indirizzano la manipolazione 
genetica di microrganismi unicellulari al 
fine di ottenere su vasta scala prodotti 
genici desiderabili. Si possono modifica- 
re geneticamente piante e animali nel 
tentativo di alterarne alcune caratteristi- 
che, come la velocità di crescita, la resi- 
stenza alle malattie e la capacità dì adat- 
tamento a nuove condizioni ambientali. 

L'inserimento di geni in un organismo 
pluricellulare corrisponde a un piano 
completamente diverso da quello per il 
trasferimento di geni in una cellula in 
coltura. L'introduzione di un gene clo- 
nato nella maggior parte dei tipi di cel- 
lule di una pianta o di un animale può 
alterare il comportamento soltanto di 
quelle poche cellule che acquisiscono 
quel gene. Ovviamente è molto più in- 
teressante imprimere il cambiamento in 
un intero organismo e nella sua proge- 
nie, il che richiede che l'inserzione del 
gene avvenga specificamente nelle cellu- 
le germinali (spermatozoi e uova), che 
trasmettono l'informazione genetica dai 
genitori ai figli. 

Sono effettivamente disponibili oggi 
tecniche per compiere l'inserimento di 
geni nella linea germinale dì mammiferi, 
di iteri e alcuni vegetali. Si può ottenere 
questo risultato o con l'inoculazione fi- 
sica diretta di un gene clonato nell'em- 
brione ai primi stadi di sviluppo o con 
l'uso di un vettore virale che introduca il 
gene nelle cellule di un embrione. Anche 
l'animale o la pianta che si formerà da 
quell'embrione porterà il gene inserito 
solo in alcune cellule; tuttavia esiste in 
questo caso la possibilità che questo ge- 
ne si ritrovi in alcune cellule germinali. 
La presenza del gene in queste cellule 
consentirà che alcuni discendenti del- 
l'organismo considerato ereditino il ge- 
ne inserito unitamente agli altri geni pa- 
rentali, in modo che tutte le loro cellule 
ne saranno dotate. Così incorporalo nel- 
la linea germinale dei discendenti, il ge- 
ne verrà trasmesso e influenzerà tutte le 
successive generazioni. 

Le tecniche per l'inserimento di geni 
nella linea germinale sono ancora note- 
volmente limitate e potrebbero esserlo 
per sempre. Esse non sono in grado di 
dirigere il DNA estraneo in modo che si 
inserisca («si integri») in uno specifico 
sito cromosomico, in quanto il locus di 
inserimento è casuale; non possono so- 
stituire un gene esistente nell'organismo 
estromettendolo, ma possono semplice- 
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La donazione risulta facilitata dalle «estremila adesive» prodotte nel dna da alcuni enzimi di 
restrizione. L'enzima Eco ri, per esempio, effettua un taglio sfalsato nella sequenza GAATTC. 
Quando il dna genomko (f J e un dna vettore (2) vengono frammentati dall'enzima Uni m. 
te terminazioni dei frammenti ottenuti in questo modo presentano spezzoni a catena singola 
di basi complementari (J). Quando si mescolano i singoli frammenti, fra queste basi comple- 
mentari si formano legami a idrogeno (punii), the uniscono in modo reversibile il dna genomico 
al dna vettore (4), Questa unione è poi resa irreversibile dall'enzima DNA-ligasi {frecce). 



mente aggiungerne uno nuovo al geno- 
ma già presente. Inoltre, i geni inseriti 
non svolgono sempre le proprie funzioni 
in modo cosi preciso come Io fanno i geni 
originari, che sono attivati o repressi in 
particolari momenti dello sviluppo. 

L'inserimento di geni nella linea ger- 
minale risulta tuttavia efficace: infatti 
sono stati ottenuti topi che portano e 
trasmettono alla propria discendenza ì 
geni per gli ormoni che stimolano una 
crescita straordinaria. In questo modo 
sono già stati prodotti sperimentalmente 
topi giganti (una volta e mezzo più gran- 
di del normale); a questi esperimenti ne 
seguiranno presto altri su bovini con 
proprietà di sviluppo alterate. Sono stati 
ottenuti ditteri portatori dì diversi geni, 
che permettono una nuova comprensio- 
ne della biologia molecolare dello svi- 
luppo in questi insetti, e piante con geni 
che conferiscono resistenza agli erbicidi. 
Con il progressivo miglioramento delle 
tecniche di inserimento di geni e con il 
sempre maggior numero di geni clonati, 
aumenteranno enormemente le possibi- 
lità di alterare le caratteristiche degli or- 
ganismi. Chi si occupa di biologia mole- 
colare non metterà più a confronto le 
forme viventi come prodotti finiti dell'e- 
voluzione, ma potrà partecipare attiva- 
mente all'evoluzione avviando dei cam- 
biamenti negli organismi. 

Nella biologia sperimentale, la clona- 
zione e le tecniche che sono a essa 
associate hanno raggiunto un ruolo pre- 
ponderante e continueranno ad averlo. 
La clonazione consente di analizzare un 
sistema biologico a tre livelli. In prima 
istanza è possibile isolare i geni impor- 



tanti per un particolare problema biolo- 
gico, decifrare la sequenza nucleotidica 
del dna che li costituisce e chiarirne il 
funzionamento e la regolazione. In se- 
condo luogo, una volta clonato il dna di 
un gene, è possibile produrre in grandi 
quantità I'rna da esso trascritto, L'RNA 
può funzionare in molti modi per modu- 
lare l'espressione genica; la sua struttura 
e le trasformazioni a cui va soggetto (ma- 
turazione) sono fondamentali per una 
completa comprensione della funzione 
dei geni. In terzo luogo, ciò che costitui- 
sce forse il vantaggio più grande della 
clonazione deriva dall'analisi delle pro- 
teìne specificate da un gene. Come agi- 
scono le diverse proteine per provocare 
nella cellula miriadi di risposte? Un tem- 
po, per essere studiate, esse erano dispo- 
nibili in pìccolissime quantità, mentre 
oggi possono essere prodotte in grande 
numero, una volta che sia stato isolato il 
gene a esse corrispondente. In breve, og- 
gi è possibile produrre in grandi quantità 
e in forma pura tutte le più importanti 
macromolecole che compongono un si- 
stema biologico. 

Altrettanta importanza riveste una 
tecnica da poco sviluppata per modifica- 
re i sistemi biologici. È possibile ripro- 
grammare i geni e le proteine di cui essi 
sono responsabili in modo da conferire 
nuove funzioni agli uni e alle altre. Le 
relazioni fra le componenti di un sistema 
biologico clic interagiscono possono es- 
sere modificate in modo da generare un 
comportamento nuovo, e spesso rivela- 
tore, da pane dell'intero sistema. La ri- 
programmazione dei geni viene realizza- 
ta modificando le sequenze del DNA me- 
diante la cosiddetta mutagenesi sitospe- 
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cifica. Quest'ultima può comportare la 
sostituzione di un frammento di enzima 
di restrizione con un altro al centro di un 
gene clonato. In alternativa si possono 
attaccare a un gene segmenti di dna sin- 
tetizzati chimicamente, sostituendoli o 
aggiungendoli a sequenze già esistenti. È 
possibile sostituire anche singoli nucleo- 
tidi. in modo da creare una mutazione 
puntiforme, la più piccola modificazione 
che un gene possa subire. Le alterazioni 
genetiche, accumulate in un gene nel 
corso di centinaia di milioni di anni di 
evoluzione naturale, possono essere imi- 
tate e quindi sostituite per mezzo di una 
manipolazione di qualche settimana in 
laboratorio. 

I geni modificati con queste tecniche 
si possono successivamente reintrodurre 
nei sistemi biologici con i quali essi nor- 
malmente interagiscono. È possibile ma- 
nipolare un enzima con scarsa affinità 
per il substrato in modo che questa mi- 
gliori oppure sia indirizzata a nuovi com- 
posti. Si può dirigere verso nuovi siti del- 
ia cellula una proteina che è normalmen- 
te trasportata verso uno specifico com- 
partimento cellulare oppure si può in- 
durre un gene, dì norma stimolato a 
esprimersi da un certo agente, a rispon- 
dere a uno stimolo completamente nuo- 
vo. In poche parole, modificando i geni 
che organizzano un sistema biologico, 
l'esperto di biologia molecolare può mo- 
dificare le normali relazioni esistenti fra 
gli elementi di questo sistema in modi 
che indicano come esso funziona nor- 
malmente. Molti biologi del futuro sa- 
ranno portati a pensare a un sistema bio- 
logico come a una serie di parti mecca- 
niche ben definite, che si potranno 
smontare, manipolare e rimontare sulla 
base delle indicazioni fornite dalla mec- 
canica molecolare. 

È ancora tutt'altro che chiaro come 
tentativi di ridurre sistemi complessi a un 
insieme di piccole e semplici componenti 
possano fornire, portati all'estremo, una 
comprensione adeguata del grande pro- 
blema che i biologi si trovano oggi a 
dover affrontare: la descrizione del fun- 
zionamento globale di un organismo 
complesso. È possibile intendere la bio- 
logia di un mammifero come la somma 
di un grande numero di sistemi, ciascuno 
controllato da un gene differente e ben 
definito? Probabilmente no. Sarebbe 
più realistico ritenere che, alla base di 
molte funzioni di un organismo, si trovi- 
no le interazioni di complessi sistemi di 
geni, prodotti genici e cellule specializ- 
zate. In un organismo, ogni gene non si 
è evoluto in isolamento, ma insieme ad 
altri geni con i quali ha interagito costan- 
temente nel corso di un lungo periodo 
di sviluppo evolutivo. La maggior parte 
degli esperti di biologia molecolare sa- 
rebbe disposta ad ammettere di non pos- 
sedere ancora gli strumenti concettuali 
per comprendere appieno sistemi biolo- 
gici complessi o processi con componen- 
ti multiple interagenti, come per esem- 
pio lo sviluppo embrionale. 



La clonazione di geni ha già illuminato 
' un altro punto oscuro della biologia: 
la storia dello sviluppo evolutivo. Gli es- 
seri umani, che apparvero nella loro for- 
ma attuale solo diverse centinaia di mi- 
gliaia di anni fa, stanno rapidamente ve- 
nendo a conoscenza di alcuni degli even- 
ti evolutivi che, da uno a due miliardi dì 
anni fa, cominciarono a modellare gli 
esseri che popolano la Terra. Non si 
potranno mai conoscere le fasi che pro- 
dussero le prime forme di vita cellulare 
ma. grazie alla clonazione e alla ricoM ra- 
zione delle sequenze nucleotidtche nei 
geni, si stanno oggi chiarendo molti dei 
cambiamenti successivi, memorizzati nel 
DNA degli organismi attuali. Sì può sta- 
bilire con una notevole precisione l'affi- 
nità tra organismi, semplicemente ana- 
lizzando segmenti clonati del loro dna; 
e proprio per poter studiare queste se- 
quenze e determinare eventuali relazio- 
ni evolutive si è fatto ricorso a sofisticati 
programmi al calcolatore. 

La ricostruzione genealogica dei vi- 
venti è stata consentita dalla straordina- 
ria conservazione dì certe sequenze an- 
cestrali su un arco di tempo evolutivo 
enorme, conservazione che si è dimo- 
strata di grande utilità pratica in biologia 
molecolare anche per un'altra ragione: 
lo studio dei geni e dei problemi biologici 
a essi associati, che può essere difficile 
da affrontare in un organismo, può rea- 
lizzarsi facilmente in un altro organismo 
più agevole da trattare. 

Esistono, per esempio, certi oncogeni 
(geni che causano il cancro), le cui fun- 
zioni sono difficili da analizzare nelle 
cellule tumorali umane: però, geni stret- 
tamente correlati con questi sono stati 
individuati nel dna del lievito. Questa 
scoperta è di per sé importante perché 
indica che quei geni furono di fonda- 
mentale importanza nella fisiologia delle 
cellule normali molto prima della com- 
parsa degli organismi pluricellulari. La 
relativa semplicità delle cellule del lievi- 
to e le eleganti manipolazioni alle quali 
si prestano hanno consentito esperimen- 
ti impossibili per coloro che lavorano 
con cellule di mammifero. Questi espe- 
rimenti hanno dapprima fornito infor- 
mazioni sulle modalità di funzionamen- 
to degli oncogeni: estrapolando i risul- 
tati, ottenuti alle cellule di mammifero 
si potrà promuovere una rapida com- 
prensione della base molecolare del 
cancro. 

L'applicazione delle tecniche di clona- 
zione allo studio dell'evoluzione serve 
anche alla comprensione della specie 
umana. Come le altre specie, questa è 
composta da un insieme geneticamente 
eterogeneo di singoli organismi. Proprio 
in questa diversità si trovano i germi per 
la futura evoluzione: particolari «versio- 
ni» di geni, presentate da alcuni indivi- 
dui, conferiranno alla specie umana un 
vantaggio quando dovrà affrontare le 
forze della selezione naturale, mentre 
versioni di certi altri geni, presenti nel 
pool genico umano, sono oggi chiara- 
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SCISSIONE 




La clonazione di un gene è l'operazione cardine della tecnica del dna ricombinante e lo schema 
illustra come effettuarla. Il dna di un genoma di mammifero (/ ) è scisso da un enzima di 
restrizione. Alcuni frammenti risultanti (2, J) possono contenere il gene cercato {in colore). 
Motte copie di un vettore plasmidiale in clonazione sono frammentate con lo stesso enzima 
(<*). Plasmidi e frammenti gc mimici sono mescolati e congiunti dalla dna- li gasi (5); i plasmidi 
ricombinanti vengono introdotti in batteri (6). Questi ultimi sono coltivati su piastra dopo 
essere stati sufficientemente diluiti in modo cbe ogni colonia risultante (7) sia un clone puro, 
i cui membri discendono da una singola cellula. Le cellule di alcuni cloni possono contenere 
un plasmide ricombinante, portatore del gene desiderato. Vi è un metodo semplice per trovare 
un simile clone se I'rna messaggero del gene cercato è stato identificato e può essere utilizzato 
come sonda. Da ogni colonia si trasferisce su un disco di carta da filtro un campione le cui 
cellule vengono rotte perché ne fuoriesca il dna (8). Si aggiunge la sonda di una marcata con 
un isotopo radioattivo (S>). Essa si salda solo con il dna cercalo, mentre la parte che non si 
combina è rimossa (IO). Quando la carta da filtro è coperta con un'emulsione fotografica, la 
sonda radioattiva produce su di essa una macchia scura ( / / ) identificando il done cercato t!2 \. 
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mente svantaggiose: è il caso, per esem- 
pio, dei geni che predispongono all'ane- 
mia falciforme, all'aterosclerosi, al can- 
cro, all'emofilia e a tutta una serie di 
altre alterazioni metaboliche. Questi ge- 
ni vengono rapidamente identificati e 
clonati, il che lascia intravvedere la pro- 
spettiva per una chiara diagnosi della 
predisposizione genetica negli adulti e 
anche nell'embrione. 

Il riconoscimento della diversità gene- 
tica e di alterazioni genetiche all'interno 
del pool genico umano ha promosso la 
ricerca di meccanismi di riparazione dei 
geni difettivi, sia negli individui che li 
presentano, sia nella toro discendenza. 
Sono disponibili oggi tecniche per intro- 
durre geni clonati in alcuni tessuti soma- 
tici (non appartenenti alla linea germi- 
nale) come il midollo osseo e l'epider- 
mide. Tali geni possono essere geni in- 
tegri, versioni sane dei geni presenti solo 
nella forma difettiva nelle cellule degli 
individui malati, e il loro trasferimento 
nelle cellule somatiche può capovolgere, 
almeno parzialmente, te conseguenze di 
certe alterazioni genetiche. Si può anche 
prevedere, entro questo decennio, l'in- 
serimento di geni clonati nella linea ger- 
minale umana, il che alimenta la speran- 
za di poter guarire una malattia genetica 



nei discendenti di un individuo che ne è 
colpito. 

La prospettiva di un simile intervento 
terapeutico ha scatenato un acceso 
dibattito che si impernia su due questioni 
fondamentali. La prima riguarda la linea 
germinale umana: alterandola, gli esseri 
umani non varcano un confine inviola- 
bile? La linea germinale umana non do- 
vrebbe essere circondata da un muro che 
ne protegga la sacralità? Inoltre, i primi 
tentativi di migliorare condizioni evi- 
dentemente svantaggiose non saranno 
presto sostituiti da programmi più am- 
biziosi per «migliorare» l'intera linea 
germinale umana? I geni che influenza- 
no i diversi aspetti dell'intelligenza e i 
tratti caratteriali e fisici saranno sicura- 
mente individuati nel prossimo decennio 
e potrebbero diventare allettanti bersa- 
gli per la manipolazione. 

L'altra questione trascende, invece, la 
condizione umana. L'alterazione della 
linea germinale è forse una minaccia in 
generale? Come è già stato illustrato, 
l'alterazione dei genomi è attualmente 
praticata in batteri, ditteri, piante e 
mammiferi. Come saranno perturbate le 
interrelazioni ecologiche esistenti oggi in 
natura dalla presenza di organismi por- 



tatori di geni modificati nella propria li- 
nea germinale? I risultati ottenuti finora 
sono stati rassicuranti, in quanto è stato 
dimostrato che gli organismi genetica- 
mente alterati sono meno vitali dei loro 
simili di tipo selvatico e perciò sono in- 
capaci di alterare in modo sostanziale 
ecosistemi già esistenti. Si possono avan- 
zare numerose argomentazioni in pro- 
posito, ciascuna delle quali convince che 
lo squilibrio ecologico è improbabile, ma 
nessuna delle quali fornisce una garanzia 
completa sul fatto che non possano as- 
solutamente aver luogo incidenti. 

Una profonda inquietudine ci pervade 
quando consideriamo questi argomenti. 
Come accadde ai fisici quarant'anni fa, i 
biologi contemporanei hanno invaso og- 
gi un campo finora ignoto all'uomo e 
propongono una serie di interrogativi: 
deve !a vita essere riprogrammata per 
seguire i bisogni e la curiosità dell'uo- 
mo? La vita può - e dovrebbe - essere 
descritta in termini di molecole? Per 
molti una simile visione sminuirebbe la 
bellezza della natura, mentre per altri la 
bellezza e le meraviglie della natura non 
sono in altro luogo più manifeste che nel 
piano della vita a livello submicroscopì- 
co descritto in parte nelle pagine di que- 
sto fascicolo. 
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L'albero genealogico che conduce alla tecnologìa del dna ricombinan- 
te è In realtà un diagramma di flusso che mostra come vari studi e 
scoperte abbiano contribuito allo sviluppo di una serie di tecniche, 



ognuna delle quali ha favorito raffermarsi di altre capacità che hanno 
schiuso nuove aree di ricerca, [.'evoluzione della tecnologìa è stata 
facilitata dalla continua messa a punto di nuovi strumenti e metodi. 
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Le basi molecolari 
dello sviluppo 

La scoperta di un corto segmento dì DNA comune a parecchi geni che 
controllano V organizzazione spaziale dell'embrione dà almeno in parte 
una soluzione al problema di come vengano «costruiti» molti organismi 

di Walter J. Gehring 



I] modo in cui l'informazione lineare 
contenuta ne! dna può generare 
uno specifico organismo tridimen- 
sionale nel corso dello sviluppo a partire 
da un uovo fecondato o zigote, rimane 
uno dei grandi misteri della biologia. 
Ciascun organo dell'animale adulto 
svolge una funzione particolare ed è 
formato da tessuti speciali zzati, a loro 



ANTERIORE ■ 




fa 


■•;- ■...■vai 


Al 


-"' -'" 'À i 



,'FQSTEpiORf ;. ■ 



volta costituiti da cellule specializzate. 
Queste cellule specializzate dispiegano 
solo una piccola frazione dell'enorme 
potenziale genetico dello zigote. Quale 
parte dell'intero potenziale venga utiliz- 
zata da una particolare cellula dipende 
da quali tra tutti i suoi geni sono attivati 
e da quali no. Ogni cellula è caratterizza- 
ta da una particolare configurazione di 



Lo schema dell'espressione di un gene chiu- 
malo engrailed (zigrinato), emerge dalla di- 
stribuzione spaziale di 14 macchie chiare in 
una sezione sottile di embrione di Drosophi- 
la melanogaster. Queste macchie chiare indi- 
cano la presenza dei prodotti di trascrizione 
di quel gene, molecole di rna messaggero che 
incorporano l'informazione in esso contenu- 
ta. Tali prodotti si accumulano, nell'embrio- 
ni', nei punti dove il gene viene espresso. La 
sezione longitudinale in oggetto è stata rea- 
lizzata sei ore dopo la fecondazione. A questo 
stadio, l'embrione è già suddiviso nei seg- 
menti caratteristici del piano corporeo del- 
l'insetto adulto (schema a sinistra). Si distin- 
guono almeno tre segmenti cefalici (Md, Mx, 
Lb), tre toracici 171-/ 3) e otto segmenti ad- 
dominali completi (Al-AS). (I segmenti 
addominali, che alla fine formeranno la parte 
posteriore dell'insetto, si sono spostati sulla 
superficie dorsale nel corso di un complicato 
movimento embriogenetico.) Ciascun seg- 
mento è suddiviso in un compartimento ante- 
riore (A) e in uno posteriore (P), Il gene en- 
grailed si esprime nei 14 compartimenti poste- 
riori e li «aiuta» a trovare la propria identità. I 
suoi trascritti sono stati rilevati mediante la 
tecnica dell'ibridazione in si tu. Del DNA di 
engrailed, marcato con isotopi radioattivi, è 
stato posto sopra una sezione sottile dell'em- 
brione. Il dna si è ibridato, cioè legato selet- 
tivamente all'RNA messaggero (m-RNA) tra- 
scritto da engrailed. Il tessuto è stato suc- 
cessivamente ricoperto con una emulsione 
fotografica e sviluppato. Ciascun frammen- 
to di dna radioattivo contenuto nell'ibrido 
dna-rna impressiona i grani d'argento del- 
l'emulsione, producendo una macchia chiara. 



geni attivi e inattivi, che sottostà a cam- 
biamenti sequenziali a mano a mano che 
lo sviluppo procede. Poiché il genoma 
{cioè l'intero corredo genetico) di un 
organismo superiore può contenere 
anche 50 000 geni, sembra improbabile 
che ciascun gene venga regolato indivi- 
dualmente. Bisogna ipotizzare che i geni 
stano regolati in gruppi, con un gene 
«maestro» che controlla l'azione di cia- 
scun gruppo. Questo schema è sembrato 
per lungo tempo plausibile, ma è risulta- 
to difficile trovare i geni che esercitava- 
no il controllo. 

Negli ultimi cinque anni, però, ne 
sono stati identificati alcuni. Perché lo 
sviluppo possa procedere in modo cor- 
retto, è chiaro che sia la scansione tem- 
porale dei singoli eventi sia l'organizza- 
zione spaziale dei tessuti nell'embrione 
deve essere regolata con precisione. I 
geni identificati di recente agiscono in 
entrambe le direzioni. Un gruppo di geni 
scoperto nel nematode Caenorhabditix 
elegans svolge apparentemente un ruolo 
cruciale nella scansione temporale del 
differenziamento cellulare di questo 
organismo trasparente. I dati più inte- 
ressanti però riguardano l'organizzazio- 
ne spaziale dell'embrione e derivano 
dalle ricerche sul moscerino della frutta 
Drosophila melanogaster. Ricorrendo ai 
nuovi metodi della biologia molecolare, 
i miei collaboratori e io abbiamo scoper- 
to erte molti geni che controllano l'orga- 
nizzazione spaziale nella Drosophila 
hanno un segmento di dna in comune. 
Questo segmento, che abbiamo chiama- 
to homeobox, fa si che i geni che lo con- 
tengono siano in grado di regolare l'atti- 
vità di batterie di altri geni. 

Quando il gene che contiene Vho- 
meobox viene tradotto in proteina, tale 
segmento produce una sequenza ammi- 
noacidtca che si ritiene sì leghi alla dop- 
pia elica del dna. Legandosi al dna di 
particolari geni, questa sequenza sareb- 
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L'oocito, ossìa l'uovo di Drosophila, noo ancora fecondalo, si forma all'interno di una struttura 
ovarica, il follicolo, visibile in sezione trasversale. L'oocito, con 15 cellule nutrici, si forma 
attraverso quattro cicli di divisioni cellulari dalla medesima cellula ancestrale. Ponti citopla- 
smatici permettono alle cellule nutrici di trasferire nell'oocito risa, proteine e orfanelli citopla- 
smatici. Tra le sostanze trasferite possono esservi molecole che stabilizzano la polarità iniziale 
dello zigote (ossia dell'uovo fecondato) nello spazio, durante ì primi stadi dell'embriogenesi. 



be in grado di attivarli o disattivarli. Se 
in un gruppo di cellule dell'embrione dj 
Drosophila venisse attivato il giusto 
gruppo di geni, quelle cellule potrebbe- 
ro imboccare la via che le porterà a dive- 
nire pane di un'ala; l'attivazione di un 
altro gruppo di geni in un secondo grup- 
po di cellule potrebbe, invece, portare 
quelle cellule a divenire parte di una 
zampa. Il significato éeùYhomeobox, tut- 
tavia, si estende al di là della Drosophila. 
Questa sequenza di DNA in comune è 
stata ormai trovata in una gamma di 
organismi che si estende dai vermi agli 
esseri umani e può darsi che diventerà la 
chiave per scoprire i meccanismi dello 
sviluppo negli animali superiori. Che 
queste grandi speranze vengano soddi- 
sfatte o no, è comunque chiaro che negli 
ultimi cinque anni la biologia dello svi- 
luppo è entrata in una fase nella quale le 
spiegazioni vanno ricercate a livello 
molecolare. 

Il fatto che i geni che controllano la 
scansione temporale degli eventi nel- 
l'embriogenesi siano stati scoperti in C. 
elegans è dovuto in parte al piano di 
sviluppo di questo piccolo nematode. 
L'embrione di C elegans ha uno svilup- 
po in cui la cronologia degli eventi assu- 
me un particolare significato. Le cellule 
di C. elegans mostrano una scarsa flessi- 
bilità: il nematode ha un numero prefis- 
sato di cellule e il destino dj quasi tutte è 
determinato dalle progenitrici. Ciascuna 
delle 959 cellule dell'adulto può essere 
fatta risalire lungo tutta la linea delle sue 
progenitrici fino alla cellula uovo inizia- 
le fecondata, lo zigote. Lo schema di 
queste linee cellulari rimane pratica- 
mente invariato da un nematode al suo 



discendente, a meno che non interven- 
gano mutazioni. Per poter dare luogo 
alle strutture specializzate dell'adulto è 
necessario che le linee cellulari diverga- 
no al momento giusto. 

C. elegans è stato introdotto in labora- 
torio negli anni sessanta da Sidney 
Brenner del Laboratory of Molecular 
Biology del Medicai Research Council a 
Cambridge. A partire da quell'epoca 
molti ricercatori hanno scoperto geni 
che influiscono sul momento in cui a 
ciascuna linea cellulare è assegnato il 
proprio destino. Questi geni, chiamati 
cronogeni, sono stati scoperti osservan- 
do gli effetti di mutazioni a loro carico. 
Vi sono, nei cronogeni, specifiche muta- 
zioni che alterano lo sviluppo delle linee 
cellulari, anticipando o posticipando il 
momento della loro diversificazione ri- 
spetto a ciò che avviene negli organismi 
normali. C. elegans attraversa normal- 
mente quattro stadi larvali e un solo sta- 
dio adulto. Al termine di ogni stadio 
l'animale muta e acquista un nuovo rive- 
stimento estemo o cuticola. Una muta- 
zione particolare nel cronogene selvag- 
gio Un 14 provoca due mute supplemen- 
tari. Durante questi stadi soprannume- 
rari Io sviluppo della cuticola viene ri- 
tardato e, sebbene l'animale sia ormai 
sessualmente maturo, il suo rivestimen- 
to è ancora di tipo larvale. 

Dagli effetti di questa mutazione si 
può dedurre che la funzione del crono- 
gene selvatico Un 14 sia quella di assicu- 
rare che le cellule deputate a formare la 
cuticola si differenzino per dar luogo al 
momento giusto a quella dello stadio 
adulto. Sono stati trovati altri cronogeni 
che influenzano il differenziamento dì 
numerose altre linee cellulari. Il control- 



10 della scansione temporale degli eventi 
dello sviluppo assume particolare im- 
portanza in un organismo come C. ele- 
gans, il cui piano di sviluppo si basa sul- 
l'esistenza di linee cellulari invarianti. 
La maggior parte degli altri organismi, 
invece, non si sviluppa in questo modo. 
C. etegans, in effetti, è a un estremo della 
gamma dei possibili piani di sviluppo: 
all'altro estremo si pongono organismi 
come il topo, le cui cellule embrionali 
mantengono una considerevole flessibi- 
lità. Una cellula precoce di embrione di 
topo può dare origine praticamente a 
quasi tutte le strutture dell'adulto. Il suo 
destino non è determinato dal fatto che 
occupi un certo posto in una determina- 
ta linea cellulare, bensì da quale posi- 
zione le capiti di occupare nell'embrione 
precoce. 

T a maggior parte degli organismi si sì- 
*-* tua tra questi due estremi e tra essi 
c'è anche la Drosophila, che ha fatto la 
parte del leone per quanto riguarda le 
attuali conoscenze sul controllo genetico 
dello sviluppo. Thomas Hunt Morgan, 
della Columbia University, ha introdot- 
to la Drosophila in laboratorio all'inizio 
del secolo e l'ha utilizzata per dimostra- 
re le basi cromosomiche dell'eredità e la 
disposizione lineare dei geni sui cromo- 
somi. Alcune caratteristiche della Dro- 
sophila la rendono eccezionalmente 
preziosa per lo studio dell'eredità; tra 
esse vanno ricordati i cromosomi polite- 
nici giganti presenti in molte cellule, par- 
ticolarmente nelle cellule delle ghiando- 
le salivari. Mentre i cromosomi della 
maggior parte degli organismi portano 
una sola copia di ciascun gene, i cromo- 
somi politenicì della Drosophila posso- 
no contenerne anche 1000 copie, alli- 
neate l' una accanto all'altra come fiam- 
miferi. Il risultato di questa straordina- 
ria molteplicità è che singoli geni posso- 
no così venire colorati e osservati al mi- 
croscopio ottico come bande scure. La 
Drosophila ha, inoltre, una numerosa 
progenie, un tempo di generazione bre- 
ve e un genoma relativamente piccolo. 
Lo sviluppo di una Drosophila ha ini- 
zio nell'ovario della madre, dove una 
cellula germinale inizia a dividersi se- 
condo uno schema estremamente spe- 
cializzato. La cellula germinale si divide 
quattro volte, dando luogo a 15 cellule 
nutrici e all'oocito, che in seguito divie- 
ne la cellula uovo matura. Le cellule nu- 
trici alimentano la cellula uovo all'inter- 
no di una struttura chiamata follicolo: 
proteine, molecole di rna e organelli 
come i mitocondri affluiscono attraverso 
i caiiidi che collegano ogni cellula nutri- 
ce alla cellula uovo. Le cellule nutrici 
contribuiscono a formare l'uovo e a pre- 
pararlo per la fecondazione, un evento 
in cui cellula uovo e spermatozoo si fon- 
dono, dando origine allo zigote che con- 
tiene i cromosomi di entrambi i genitori. 

11 nucleo dello zigote inizia a dividersi 
quasi subito e i nuclei figli subiscono una 
serie di rapide divisioni: una ogni 10 



minuti circa. A ogni divisione nucleare 
la quantità di dna nella cellula deve es- 
sere raddoppiata, e questa attività 
straordinaria tiene impegnati tutti i nu- 
clei dello zigote mentre solo alcuni geni 
zigotici vengono espressi. 

Durante una divisione cellulare nor- 
male i nuclei vengono separati da mem- 
brane di nuova formazione. Invece, nel- 
lo zigote della Drosophila, i nuclei figli 
continuano a dividersi rimanendo nello 
stesso citoplasma. Nelle prime divisioni 
sono sparsi in tutta la sua massa; dopo 
l'ottavo ciclo di divisioni, invece, rag- 
giunta la quota di 256, iniziano a migra- 
re alla superficie dell'uovo, nello strato 
corticale. Penetrati in questo si distribui- 
scono alla periferia, in una pellicola del- 
lo spessore di solo un nucleo. Solo a 
questo punto viene attivato un numero 
significativo di geni zigotici. Dopo il tre- 
dicesimo ciclo di divisione, il citoplasma 
comune comincia a essere ripartito da 
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membrane e si formano te cellule. Lo 
strato unicellulare che così ha avuto ori- 
gine è il blastoderma. 

Durante le quattro ore successive, 
l'embrione si sviluppa rapidamente e 
subisce una complessa riorganizzazione 
spaziale. Nel processo di gastrulazione si 
formano gli strati cellulari interni. Forse 
però l'aspetto più sorprendente della 
trasformazione spaziale dell'embrione 
rimane la sua divisione in segmenti che 
corrispondono proprio a quelli dell'in- 
setto adulto. Oltre ad almeno tre seg- 
menti che poi si ritrarranno e formeran- 
no il capo (Md, Mx e Lb), vi sono tre 
segmenti toracici (chiamati T1-T3) e 
otto segmenti addominali completi > 
(A1-A8). 

Aventiquattr'ore dalla fecondazione 
l'embrione si trasforma in una lar. 
va, che mantiene la segmentazione del- 
l'embrione. La larva muta due volte, di- 
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viene pupa e si metamorfosa nell'adulto . 
Anche la Drosophila adulta è suddivisa 
in segmenti, ma la sua epidermide non 
deriva direttamente dal rivestimento 
esterno della larva, bensì dai dischi 
immaginali, che sono piccole tasche epi- 
teliali presenti nel corpo della larva. Al 
momento della metamorfosi, queste ta- 
sche si rivoltano ali 'esterno e si differen- 
ziano in strutture adulte. Per esempio, 
da ogni lato del corpo un disco dà origine 
all'occhio e all'antenna, tre danno origi- 
ne alle zampe, inserite sui tre segmenti 
toracici, e uno dà origine all'ala e a una 
gran parte del segmento toracico me- 
diano a cui si attacca l'ala. I dischi imma- 
ginali fungono così da unità costruttive 
per edificare il corpo dell'adulto. 

La facilità con cui il genoma delta 
Drosophila può essere manipolato ha 
permesso di seguire all'inverso il destino 
delle cellule, partendo dalle strutture 
adulte fino a giungere alle origini em- 
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I primi Mitili dello sviluppi! embrionale di Drosophila comportano 
ripetute divisioni di nuclei all'interno dì un citoplasma comune. Lo 
spermatozoo penetra nell'uovo attraverso il micropilo, una struttura 
che si trova all'estremità anteriore dell'oocito (1), Il nucleo spermatico 
si fonde con quello dell'uovo; da questo momento iniziano cicli sincro- 
nizzati di divisioni nucleari che raddoppiano il numero dei nuclei ogni 
10 minuti circa (2-8). Dopo l'ottava divisione i nuclei sono 256 e 
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cominciano a portarsi alla periferìa dell'uovo, nello strato corticale (9) . 
Raggiunti i 512 nuclei, si formano attorno a un gruppo di cellule 
situato all'estremità posteriore dell'uovo le prime membrane cellulari 
(10). Oneste «cellule del polo» daranno infine uligine alle cellule ger- 
minali dell'adulto. Gli altri nuclei continueranno a dividersi alla perife- 
rìa (11-14). Quando raggiungono it numero di circa 6000, verranno 
separate da membrane in uno strato unicellulare, il blastoderma (15). 
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Gli stadi successivi dello sviluppo embrionale A Drosophila comportano la divisione del corpo 
in segmenti e alcuni complicati movimenti m orogenetici. Subito dopo la formazione del 
blastoderma, alcune sue regioni vengono impegnate nella costituzione di specifiche strutture 
corporee. Con l'ausilio di vari esperimenti si è riusciti a risalire da queste strutture alle zone 
blastodermiche dalle quali hanno avuto origine. Si e cosi ottenuta, per il blastoderma. una 
«mappa presuntiva», sulla quale i segmenti corporei appaiono come fasce consecutive ti ,. 
L'embrione si allunga in modo tale da causare lo spostamento dei segmenti addominali sopra la 
superficie dorsale, in direzione anteriore (2). A questo punto il gene sagrai lai viene espresso e i 
segmenti suddivisi. L'embrione si accorcia di nuovo, i segmenti addominali si muovono verso 
l'estremità posteriore e i confini tra i segmenti divengono visibili < S) . L'embrione si trasforma in 
larva, che muta due volte, si impupa e quindi diviene adulto <4). L'adulto è segmentato, ma 
il suo rivestimento estemo non deriva da quello della larva; te strutture adulte derivano inve- 
ce da piccole tasche epiteliali, chiamate dischi immaginali, presenti nel corpo della larva. 



hrionali e scoprendo quando determina- 
ti gruppi di cellule vengono designati a 
svolgere un determinato compito. Dosi 
di raggi X, controllate attentamente, 
possono essere impiegate per indurre, 
negli embrioni di Drosophila, mutazioni 
e ricombinazioni genetiche (scambi di 
dna tra cromosomi). Gli effetti di que- 
ste aberrazioni fungono da marcatori di 
cellule e nuclei particolari, che possono 
venir seguiti fino allo stadio adulto per 
scoprire in quale momento sono deter- 
minati, cioè deputati a dare origine a una 
parte precisa della larva o dell'adulto. 
Facendo ricorso a questi metodi, è stato 
dimostrato che, prima della formazione 
del blastoderma, i nuclei mantengono 
una completa flessibilità. Un nucleo può 
colonizzare una parte qualunque del ci- 
toplasma corticale e i discendenti di un 
nucleo preblastodermico possono venir 
reperiti in qualsiasi parte dell'adulto. Il 
clone, o gruppo di cellule discendenti, 
tende a stare raggruppato, ma può co- 
munque formare una parte di una qual- 
siasi struttura adulta. 

Subito dopo la formazione del blasto- 
derma, il processo di determinazione 
comincia ad avanzare rapidamente. La 
determinazione iniziale interessa sia i 
precursori dei segmenti embrionali e 
larvali, sia i precursori dei dischi imma- 
ginali che formeranno le strutture adul- 
te. Ricerche condotte nel mio laborato- 
rio all'inizio degli anni settanta hanno 
mostrato che, allo stadio di blastoderma 
precoce, ai precursori dei dischi imma- 
ginali viene assegnato il compito di for- 
mare o strutture adulte anteriori o strut- 
ture adulte posteriori. Gli embrioni a 
questo stadio possono venire frammen- 
tati e ridotti a singole cellule; queste 
possono in seguito venire coltivate tra- 
piantandole nella cavità addominale di 
una larva o di un adulto di Drosophila. 
Le cellule che subiscono questo tratta- 
mento possono andare incontro a un ci- 
clo completo di sviluppo in coltura e 
formare strutture adulte: quando il pro- 
cedimento è stato messo in atto, le cellu- 
le della parte anteriore del blastoderma 
hanno dato origine soltanto a strutture 
anteriori adulte, mentre le cellule della 
parte posteriore del blastoderma hanno 
dato origine solo a strutture posteriori 
adulte. 

Il destino delle singole cellule è stato 
analizzato marcando geneticamente 
ogni cellula del blastoderma e seguen- 
done lo sviluppo fino allo stadio adulto. 
in cut la progenie della cellula marcata 
forma un clone. È stato visto che i cloni 
rispettano i confini dei segmenti: perfino 
cloni marcati molto ampi non oltrepas- 
sano il limite tra un segmento e il succes- 
sivo. Ciò dimostra che alle cellule del 
blastoderma è davvero assegnato il 
compito di diventare parte di un dato 
segmento. Ulteriori informazioni si sono 
ottenute distruggendo piccoli gruppi di 
cellule blastodermiche con un microfa- 
scio laser, un fascio di radiazioni ultra- 
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La mutazione che causa, in Drosophila, la crescita di zampe sul capo al 
posto delle antenne, prende il nome di Nasobemia. Apparentemente 
agisce trasformando i dischi immaginali, che normalmente darebbero 
origine alle antenne, nei dischi che danno origine al paio mediano delle 
tre paia di zampe dell'insetto adulto. Dal suo effetto è stato dedotto 



che il gene normale assicura la formazione da ciascun disco immagi- 
nale della corrispondente struttura adulta correità. Nasobemia è sta- 
ta scoperta dall'autore nel 1965 e fa parte di un gruppo di mutazio- 
ni che trasformano una struttura in un'altra, normalmente por- 
tata da un segmento diverso. Queste mutazioni sono dette omeoliche. 



violette messo a fuoco con molta preci- 
sione. II destino di queste cellule distrut- 
te può essere dedotto osservando le 
anomalie che appaiono nell'adulto. 
Quando i dati ottenuti da questo espe- 
rimento sono messi in grafico, riportan- 
doli su un'immagine del blastoderma, ne 
risulta una «mappa presuntiva», che 
correla le varie regioni del blastoderma 
con le strutture del corpo dell'adulto. I 
segmenti larvali e adulti compaiono sul- 
la mappa come uno schema ordinato a 
strisce. 

La struttura segmentata della Dro- 
sophila è perciò già determinata allo 
stadio di blastoderma e gruppi di cellule 
blastodermiche sono già assegnati a un 
particolare segmento del corpo della 
larva e dell'adulto. Tuttavia, il destino 
delle cellule non è affatto del tutto fissa- 
to a questo stadia: immediatamente 
dopo che i segmenti si sono formati, cia- 
scuna cellula presente in essi risulta as- 
segnata o alla loro metà anteriore o alla 
loro metà posteriore. Ogni segmento è 
cosi suddiviso in due compartimenti, 
uno anteriore e uno posteriore. Succes- 
sivamente alla formazione dei compar- 
timenti vengono determinate le struttu- 
re adulte. In primo luogo i dischi imma- 



ginali divengono distinguibili uno dal- 
l'altro. Essi contengono molte piccole 
regioni, ciascuna delle quali corrisponde 
a una parte di una struttura adulta, per 
esempio al secondo segmento di una 
zampa. A queste piccole regioni viene 
assegnato un proprio destino che si attua 
in una serie di fasi successive, le quali 
apparentemente finiscono solo con gli 
ultimi giorni di vita della larva. Quando 
ha luogo la metamorfosi, ciascun piccolo 
gruppo dì cellule determinate nel disco 
immaginale viene trasformato sotto l'a- 
zione di ormoni nella corrispondente 
parte adulta. 

La conclusione generale che si può 
trarre dalle ricerche di marcatura gene- 
tica è stata che te cellule dell'embrione 
di Drosophila sono determinate in una 
serie di gradazioni progressivamente più 
sottili, che si conclude solo con la meta- 
morfosi. Come viene portata a termine 
questa serie di fasi? Già molto tempo 
prima dell'avvento della genetica mole- 
colare indizi sul meccanismo di determi- 
nazione erano stati trovati osservando 
tre tipi interessanti di mutazioni che al- 
terano il processo di sviluppo di Dro- 
sophila: mutazioni a carico dell'effetto 
materno (mutazioni materne), mutazio- 



ni a carico della segmentazione {muta- 
zioni di segmentazione) e mutazioni 
omeotiche. Alcune mutazioni a carico 
dell'effetto materno influenzano la po- 
larità dell'embrione nello spazio; per 
esempio, in un follicolo normale le cellu- 
le nutrici si trovano solo vicino al polo 
anteriore dell'uovo, mentre nella muta- 
zione dicephalic, esse si rinvengono a 
entrambi i poli. Questi follicoli bipolari 
danno origine a embrioni che hanno due 
insiemi di strutture anteriori, unite al 
centro, e nessuna struttura posteriore. 
Questi mostri a due teste sono dovuti 
a difetti del genoma materno, come si è 
potuto concludere da dati di tipo geneti- 
co. Le femmine di Drosophila omozigoti 
per la mutazione dicephalk, cioè che 
hanno due copie del gene mutato, pro- 
ducono follicoli aberranti (e, quindi, 
embrioni aberranti), indipendentemen- 
te dall'informazione genetica fornita dal 
maschio. Madri eterozigoti, cioè con un 
gene normale e un gene mutato, produ- 
cono solo uova normali. Questi risultati 
provano che la polarità anteriore-poste- 
riore si forma quando l'uovo è nell'o- 
vaio, sotto il controllo del genoma ma- 
terno; altri mutanti materni riguardano 
la polarità dorso- ventrale. Osservazioni 
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effettuate su mutanti materni suggerì* 
scono che il citoplasma dell'uovo con- 
tiene sostanze che determinano le coor- 
dinate spaziali del futuro embrione. 
Dopo la fecondazione, quando i nuclei 
migrano verso lo strato corticale del- 
l'uovo, incontrano queste sostanze e 
vanno soggetti a un particolare destino, 
a seconda della posizione occupata nel 
citoplasma corticale. 

I mutanti materni sono interessanti in 
quanto suggeriscono che alcune delle 
prime fasi del processo di determinazio- 
ne sono in realtà realizzate sotto l'in- 
fluenza del genoma materno e non di 
quello delio zigote. Tuttavia, ben poco si 
sa finora delle sostanze codificate dai 
geni materni che conferiscono al citopla- 
sma dell'uovo la sua polarità nello spa- 
zio. Vi sono alcune prove che I'rna mes- 



saggero (m-RNA) materno, accumulato 
nell'uovo, abbia un ruolo nella polarità 
dorso-ventrale, ma la maggior pane del- 
le altre sostanze citoplasmatiche rimane 
misteriosa. Negli ultimi cinque anni si 
sono realizzati, invece, notevoli progres- 
si nella comprensione di come operino i 
geni per la segmentazione e quelli omeo- 
tici. Questi due tipi di geni sono stati, per 
la verità, la porta d'ingresso che ha per- 
messo alla biologia dello sviluppo di ar- 
rivare al livello molecolare. 

La maggior parte delle mutazioni a 
carico dei geni per la segmentazione e di 
quelle a carico dei geni omeotici si 
esprime solo dopo che il genoma dello 
zigote è stato attivato durante la forma- 
zione del blastoderma. Ogni mutazione 
di segmentazione interferisce in un 
modo specifico con la suddivisione ordi- 
nata dell'embrione in subunità ripetiti- 




II gene/iisAi tarazu è uno dei geni responsabili della segmentazione; la sua a /Jone è necessaria 
affinchè l'embrione di Drosophila si divida correttamente in segmenti. Un embrione con 
questo gene selvatico, ossia normale, possiede il corredo completo di almeno tre segmenti 
cefalici, tre segmenti toracici e tutti gli otto segmenti addominali (in alto). Nel corso dello 
sviluppo, i segmenti cefalici si ritraggono nel corpo e di conseguenza non vomì visibili. Il bordo 
anteriore di ciascun segmento è contrassegnato da una fascia di sottili sporgenze, i dentelli; 
le varie fasce di dentelli appaiono nell'illustrazione come strisce bianche che attraversano 
l'immagine. Gli embrioni che portano la mutazione/ujAi tarazu mancano di parte dei segmen- 
ti, ossia in un segmento si e uno no, mentre i segmenti che rimangono sono fusi insieme (in 
basso). Per esempio, la parte posteriore del segmento A.Z è assente assieme a quella anteriore 
di A3; la parte mancante di A3 include la fascia con j dentelli. Le parli che rimangono dei 
segmenti A2 e A3 sono fuse e formano il segmento A2/3. La mutazione È letale: si forma un 
embrione con metà segmenti rispetto al normale, che muore prima di trasformarsi in larva. 



ve. Uno dei più sorprendenti mutanti di 
segmentazione è fitshi tarazu, che in lin- 
gua giapponese significa «con non abba- 
stanza segmenti». In un embrione fushì 
tarazu, infatti, mancano parti di alcuni 
segmenti e le porzioni incomplete sono 
fuse con i segmenti adiacenti. In questo 
modo la porzione anteriore dei segmenti 
Mx.Tl, T3, A2, A4, A6 e A8 è fusa con 
la porzione posteriore dei segmenti pre- 
cedenti fai veda l'illustrazione di questa 
pagina). Il risultato è un embrione che 
ha sette segmenti invece di 14 e che 
muore prima di divenire larva. Fushì 
tarazu è una mutazione che fa parte di un 
grande gruppo di mutazioni che interes- 
sano lo schema di segmentazione. 

Le alterazioni più profonde nello svi- 
luppo della Drosophita sono però quelle 
prodotte dalle mutazioni omeotiche. 
Una mutazione omeotica comporta la 
trasformazione di una parte del corpo in 
un'altra, normalmente presente in un 
altro segmento. I risultati di questo tipo 
di mutazione sono nello stesso tempo 
grotteschi e affascinanti. Può capitare di 
osservare ali che crescono al posto degli 
occhi, zampe al posto della proboscide 
(il tubicino attraverso il quale l'insetto si 
alimenta), e così via. Fin dal 1965, 
quando ero laureando all'Università di 
Zurigo, sono stato affascinato dalle 
mutazioni omeotiche. Ho scoperto un 
mutante che portava sulla testa delle 
zampe al posto delle antenne e, alla ri- 
cerca di un nome da attribuirgli, mi sono 
ricordato di una lirica del poeta Chri- 
stian Morgenstem, che descrive una 
creatura fantastica chiamata Nasobem, 
che cammina sul proprio naso. Divertito 
dall'analogia, ho deciso di chiamare il 
mio mutante Nasobemia. 

La classe di mutazioni alla quale 
Nasobemia appartiene è vasta e diversi- 
ficata ed è stata aggetto di una notevole 
mole di indagini genetiche. È stato cosi 
trovato che. in Drosopiùla, la maggior 
parte dei geni omeotici è riconducibile a 
due gruppi: un gruppo, chiamato com- 
plesso Antennapedia, consiste dei geni 
che determinano te strutture adulte del 
capo e dei segmenti toracici anteriori 
(di esso fa parte Nasobemia); l'altro 
gruppo, chiamato bithora.x, comprende 
i geni che controllano la determinazio- 
ne dei segmenti posteriori del torace e 
di quelli addominali. Sulla base della 
sua ampia analisi del complesso bitho- 
rax, Edward B. Lewis, del California 
Institute of Technology, ha avanzato 
l'ipotesi che ciascun segmento posterio- 
re dell'adulto sia determinato dall'atti- 
vità combinata di un gruppo singolare 
di geni omeotici. Nel modello da lui 
costruito, la determinazione del secon- 
do segmento toracico (il segmento più 
in avanti tra quelli controllati dal com- 
plesso bithorax"). richiede l'attivazione 
di pochissimi geni omeotici. Ciascuno 
dei segmenti successivi a esso, per 
esprimere il proprio carattere specifico, 
richiede invece l'attivazione di uno o 
più geni omeotici addizionali. 



T e profonde alterazioni provocate dalle 
-1— ' mutazioni omeotiche e da quelle di 
segmentazione sono tali da suggerire 
che i geni a carico dei quali esse avven- 
gano entrino in gioco nell'orchestrazio- 
ne del normale processo di sviluppo. Dal 
momento che una mutazione di segmen- 
tazione interferisce con l'impostazione 
dei segmenti embrionali, si pensa che il 
gene normale regoli la costruzione cor- 
retta di quei segmenti. Dato poi che una 
mutazione omeotica fa crescere zampe 
dove dovrebbero esserci antenne, il 
gene normale dovrebbe essere respon- 
sabile della formazione di zampe al po- 
sto giusto. Ora, qualunque gene capace 
di organizzare processi dello sviluppo 
normale d'importanza così fondamenta- 
le deve agire regolando molti altri geni. 
Ricerche sulla genetica dei batteri ave- 
vano dimostrato che singoli geni posso- 
no regolare l'azione di grandi gruppi di 
altri geni, codificando per una proteina 
che può legarsi al dna e inibire o attiva- 
re la trascrizione. Il modello batterico 
sembrava suggerire un'ipotesi plausibile 
per il modo in cui i geni «maestri», che 
controllano lo sviluppo, potrebbero agi- 
re. Non più in là del 1 978, idee del gene- 
re erano puramente concettuali, perché 
non esistevano buoni metodi di isola- 
mento e di ricerca sui geni responsabili 
dello sviluppo negli organismi superiori. 

In pochi anni la situazione è cambiata 
profondamente, poiché i metodi di clo- 
nazione dei geni hanno permesso di iso- 
lare i geni in assenza di qualsiasi infor- 
mazione di carattere biochimico riguar- 
dante i loro prodotti. Numerosi gruppi 
di ricerca si sono immediatamente messi 
a purificare geni omeotìci di Drosophila. 
David S. Hogness, della School of Medi- 
cine della Stanford University, ha svol- 
to, assieme ai suoi collaboratori, lavori 
pioneristtei sul complesso bithorax, 
mentre il mio gruppo si è concentrato sui 
geni del complesso Antennapedia. Una 
volta purificati i geni omeotici, sono ri- 
sultati sorprendentemente grandi e 
complessi. Per esempio, il gene Anten- 
napedia comprende 100 000 coppie di 
basi mi decadiche, una cifra insolita- 
mente elevata. I geni omeotici hanno, 
inoltre, una struttura complessa, che 
comprende molti esoni separati da in- 
troni. Gli introni sono sequenze di dna 
che vengono trascritte in RNA, ma che 
vengono successivamente rimosse dal 
trascritto. Solo gli esoni vengono man- 
tenuti e saldati assieme cosi da formare 
l'RNA messaggero maturo. Nella matu- 
razione del trascritto primario del gene 
Antennapedia fino a 60 000 coppie di 
basi nucleotidiche possono venir scarta- 
te sotto forma di un solo introne. 

Non si sarebbe potuta raggiungere 
una tale conoscenza della struttura dei 
geni omeotici se alcuni di essi non fosse- 
ro stati isolati. \\g$n& Antennapedia, che 
ha dato il nome al complesso Antenna- 
pedia, è stato isolato da Richard Garber 
e Atsushi Kuroiwa del mio gruppo. Il 
primo passo è stato quello di riunire un 




A2 M A6 
T3 ! ìf 



/ / i \ \ 

T2 A1 A3 A5 A7 



Nell'embrione precoce, il gene/usAi tarazu è 
espresso in coppie di segmenti. L'i 11 u strazi o- 
ne mostra una sezione sottile di un embrione 
due ore e mezzo dopo la fecondazione. I pal- 
lini chiarì, più nettamente distinguibili all'e- 
stremità destra, sono nuclei che hanno appe- 
na raggiunto lo struio corticale e non sono 
ancora separati dalle membrane cellulari. Le 
bande scure sono costituite da molecole di 
rna messaggero, trascrìtte dal gene fushì 
tarazu e localizzate con la tecnica dell'ibrida- 
zione in situ. (1 grani d'argento esposti pos- 
sono apparire chiari o scuri sulla fotografìa, a 
seconda dell'ottica usata.) Ogni banda si 
estende su due segmenti embrionali (sche- 
ma a sinistra). La sezione non include i 
segmenti cefalici; se li avesse inclusi, si sareb- 
bero avute sette bande scure invece di sei. 
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MO-10O1TOPO Sir Lys Arg Gly Arg Ttir Ala Tyr tilt Arg Pro Gin Leu Val Giù Leu Giù Lys Gin Phe 

MM3 Di XENOPUS *H Lys Arg Gty Arg Gin Thr Tyr Thr Arg Tyr Gin Thr Leu Giù Leu Giù Lys Blu Phe 

ANTENNAPEDIA Arg Lys Arg Glv Arg Gin Thr Tyr Thr Aro Tyr Gin Thr l«u Giù Leu Giù Lys Giù Phe 

FUSHI TARAZU Ser lys Arg Thr Arg Gin Thr Tyr Thr Arg Tyr Gin Thr Leu Giù Leu Giù Lys Giù Phe 

ULTRABÌTHORAX Arg Arg Aro. Gly Arg Gin Thr Tyr "Dir Arg Tyr Gin Thr Leu Giù Leu Giù Lys Giù Phe 
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MO- io Di TOPO His Phe Asn Arg Tyr Leu Mei Arg Pro Arg Arg Val Giù Mei Ala Asn Leu Leu Asn Leu 

MM3 DI XENOPUS His Phe Asn Arg Tyr Leu Thr Arg Arg Arg Arg Ile Giù Ile Ala His Val Leu Cys Leu 

ANTENNAPEDIA Kis Phe Asn Arg Tyr Leu Thr Arg Arg Arg Arg Ile 

F USW TARAZU His Phe Asn Arg Tyr Ile Thr Arg Arg Arg Arg Ile 

ULTRABÌTHORAX His Thr Atn His Tyr Leu Thr Arg Arg Arg Arg Ile 



Giù Ile Ala His Aia Leu Cys Leu 
Asp Ile Ala Asn Ale Leu Ser Leu 
Giù Mei Ala Tyr Ala Leu Cys Leu 



4! ^^^^^^^^^^^ SO 

MO-10DITOPO Thr Giù Arg Gin Ile Lys Ile Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mei Lys Tyr Lys Lys Asp Gin 

MM3 DI XENOPUS Thr Giù Arg Gin Ile Lys Ile Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mei Lys Trp Lys Lys Giù Asn 

ANTENNAPEDIA Thr Giù Arg Gin Ile Lys tle Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mei lys Trp Lys Lys Giù Asn 

FUSHI TARAZU Ser Giù Arg Gin Ite Lys Ile Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mei Lys Ser Lys Lys Asp Arg 

ULTRABÌTHORAX Thr Giù Arg Gin Ile Lys Ile Trp Phe Gin Asn Arg Arg Mei Lys Leu Lys Lys Giù Ile 

La sequenza di amminoacidi che corrisponde HVhomeobox, breve segmento di dna trovato In 
più di una decina di geni omeotici e di geni responsabili della segmentazione, nella Drosophila, 
oltre che in geni di un ampio gruppo di organismi superiori, è delta «omeodominio». Viene 
rappresentata qui hi sequenza di 60 amminoacidi (indicati dalle sigle di tre lettere) degli 
omeodomini codificati da cinque geni. Questi sono il gene MO- 10 del topo, il gene M.W3 dello 
Xenopus e Ire geni della Drosophila: Antennapedia, fushi tarazu e Ultrabithorax. I! gene 
Antennapedia è stato impiegato come standard per il confronto. Le differenze tra l'omeodomi- 
nio di Antennapedia e quelli degli altri geni sono messe in evidenza in bianco. I cinque 
omeodomini sono simili e la loro somiglianza suggerisce che essi svolgano la medesima funzione 
in tutte e cinque le proteine e che la pressione selettiva abbia impedito alle loro sequenze 
a m mi no acidi eh e di variare molto. Non è ancora nato con esattezza come funzionino le proteine 
che contengono un omeodominio. Un indizio emerge però dal fatto che tutti gli omeodomini 
sono ricchi di due amminoacidi basici, la lisina (Lys) e l'arginina (Arg), il che permetterebbe 
all' omeodominio di legarsi al DNA. Unendosi a sequenze specifiche di dna. queste proteine 
porrebbero regolare l'azione di molti altri geni ed esercitare cosi un controllo sullo sviluppo. Si 
pensa che una sequenza di nove amminoacidi, identica in tutti e cinque gli omeodomini, 
potrebbe essere la regione in cui hi proteina viene a contatto con il dna (colore intenso). 
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Un gene omeotico, che sembra specificare l'identità del segmento posteriore del capo nell'em- 
brione di DrosophUa, è chiamato deformiti, la fotografia mostra una sezione dell' e mimi i ut- 
subito dopo la formazione del hlasloderma: la parte anteriore è a sinistra in allo, la posteriore in 
basso a destra. La banda chiara indica la posizione dei prodotti di trascrizione di deformiti. 
identificati mediante ibridazione in sita. Sulla mappa presuntiva la posizione della banda chiara 
corrisponde ai segmenti posteriori del capo. Esemplari di Drosophita con mutazioni a carico di 
deformed presentano, infatti, anomalie proprio in questi segmenti. Sembra the il gene deformed 
selvatico sia necessario per la correità formazione di tale regione. Importanti prove recenti 
suggeriscono che l'identità dei segmenti corporei della Drosophita sia specificata da geni omeotici. 



insieme di frammenti di dna, consecuti- 
vi e lievemente sovrapposti, che abbrac- 
ciavano la regione de! cromosoma dove 
si sapeva che doveva esservi quel gene 
Antennapedia. L'operazione è stata rea- 
lizzata ricorrendo a un metodo messo a 
punto da Hogness e consistente in uno 
«spostamento graduale lungo il cromo- 
soma». Il metodo si basa sul fatto che i 
due filamenti dell'elica di dna sono 
complementari e possono quindi ibri- 
darsi per dar luogo a una doppia elica. Se 
due segmenti di dna. appartenenti a due 
filamenti opposti, si sovrappongono leg- 
germente, si ibrideranno nella zona di 
sovrapposizione. Nello spostarsi lungo il 
cromosoma si incontra dapprima un cor- 
to frammento di dna, che si sa essere 
abbastanza vicino al gene ricercato. Per 
mezzo dell'ibridazione si identifica un 
breve segmento di DNA che si sovrappo- 
ne a un'estremità del segmento noto e 
che si estende poi verso il gene ricercato. 
Ripetendo il procedimento si può indi- 
viduare l'intero segmento cromosomico 
che contiene il gene desiderato. 

T*\ opo aver riunito assieme tutti i seg- 
*-^ menti di DNA è stato necessario 
scoprire la posizione esatta del gene 
Antennapedia nel frammento cromoso- 
mico. Allo scopo di trovare questo gene 
abbiamo isolato in primo luogo un clone 
di c-DNA, cioè di un frammento di DNA 
complementare all'RNA messaggero tra- 
scritto da quel gene (rna messaggero 



Antennapedia). Questo clone si ibrida 
con tutte le sequenze di dna comple- 
mentari a quella molecola di rna ed è 
stato impiegato come sonda al fine di 
localizzare la sequenza di dna che codi- 
fica per l'RNA messaggero Antennape- 
dia. Siamo rimasti sorpresi nel vedere 
che la sonda si ibridava non solo con le 
sequenze codificanti di Antennapedia, 
ma anche con quelle di un gene vicino. 
Questo è risultato essere il gene fushi 
tarazu ed è stato quindi chiaro che An- 
tennapedia e fushi tarazu si trovano en- 
trambi in un breve segmento di DNA. (La 
stessa osservazione è stata fatta indi- 
pendentemente da Matthew P. Scott 
dell'Università del Colorado a Boul- 
der.) Per trovare conferma all'ipotesi 
che la presenza di sequenze comuni sia 
una caratteristica dei geni omeotici, ab- 
biamo esaminato un gene del complesso 
bithorax chiamato Ultrabìthorax e con 
gradita sorpresa il mio collega William J, 
McGinnis (ora alla Yale University) ha 
trovato che il breve segmento di DNA era 
incluso anche in quel gene. 

La sbalorditiva scoperta di un seg- 
mento di dna comune, avvenuta nel 
1 983 nel mio laboratorio, ha dato avvio 
a una rapida ricerca nel genoma della 
DrosophUa. Utilizzando la corta se- 
quenza comune come sonda, abbiamo 
identificato in breve tempo una decina 
di geni che contengono sequenze analo- 
ghe. Poiché molti dei geni appena isolati 
corrispondevano a mutanti omeotici 



noti, abbiamo chiamato homeobox la 
sequenza comune. Sembra, in effetti, 
che tutti i geni che includono questo 
homeobox siano omeotici o in altro 
modo interessati nella determinazione 
dell'organizzazione spaziale dell'em- 
brione. Per la maggior parte essi sono 
localizzati nel complesso Antennapedia 
e in quello bithorax. Era noto da tempo 
che i geni di questi due complessi erano 
connessi con la determinazione dell'or- 
ganizzazione spaziale ed essi erano già 
stati anche perloppiù identificati. Alcuni 
degli altri geni che contengono Yhomeo- 
box sono localizzati, invece, in parti lon- 
tane del genoma e non sono ancora stati 
identificati tramite mutazioni. 

È degno di nota il fatto che tra i geni 
che contengono Yhomeobox vi siano 
geni responsabili della segmentazione 
come fushi tarazu e geni che sono sicu- 
ramente interessati nella suddivisione 
dei segmenti in compartimenti, come il 
gene engrailed (zigrinato). Nonostante 
che gli effetti fisici dei geni responsabili 
della segmentazione e della comparti- 
mentazione siano molto diversi da quelli 
dei geni omeotici, la scoperta di un ho- 
meobox in tutti e tre i gruppi dimostra 
che essi hanno un elemento significativo 
in comune. Questa scoperta rafforza l'i- 
potesi che tutti i tre tipi di geni siano quei 
geni «maestri» che orchestrano lo svi- 
luppo. Non si sa ancora se i geni che 
contengono Yhomeobox derivino da un 
progenitore comune o si assomiglino 
solo nell'esone che contiene Yhomeo- 
box. Ulteriori ricerche chiariranno que- 
sto importante problema. 

"TV opo aver stabilito l'esistenza del- 
*"' Yhomeobox nella DrosophUa, ab- 
biamo cercato nuovi genomi da sondare. 
Non ci siamo molto sorpresi per aver 
trovato questa sequenza comune anqhe 
in altre specie di DrosophUa e in insetti 
noti per produrre mutanti omeotici, 
come i coleotteri. Un'indagine sugli 
anellidi, progenitori degli insetti, ha 
mostrato che anch'essi contengono 
Yhomeobox: la scoperta è stata interes- 
sante e un'altra sorpresa è venuta poi 
dalla scoperta che Yhomeobox è presen- 
te anche nei vertebrati. Con la collabo- 
razione di Edward De Robertis e del suo 
gruppo, siamo riusciti a isolare il primo 
homeobox dei vertebrati dall'anfibio 
anuro Xenopus laevis. In seguito, tutti 
gli altri vertebrati esaminati, compresa 
la specie umana, hanno mostrato di ave- 
re sequenze omologhe o simili. Una 
prima rapida analisi permette di stabilire 
che Yhomeobox è presente in tutti i 
gruppi di animali segmentati. Sebbene 
non sia stato trovato nella maggior parte 
dei gruppi animali non segmentati, sem- 
bra che sia presente invece nei ricci di 
mare. 

1 primi indizi su come possa operare 
Yhomeobox a livello molecolare sono 
emersi dal confronto tra sequenze di 
dna di diversi homeobox. A tu tt' oggi è 
stata determinata più di una decina di 



queste sequenze e dal confronto è emer- 
so che l'omologia è confinata in circa 
180 coppie di basi. Essa varia dal 60 
all'80 per cento, a seconda di quali sono 
i geni confrontati. Tutti gli homeobox 
studiati finora possono essere tradotti in 
una sequenza amminoacidica, il che 
suggerisce che Yhomeobox codifichi per 
un dominio, o segmento funzionale, di 
una proteina. Questo dominio è stato 
pertanto chiamato «omeodominio». Le 
sequenze di amminoacidi corrisponden- 
ti agli homeobox sono ancora più simili 
delle sequenze nucleotidiche degli ho- 
meobox stessi. (Ciò è possibile perché 
un singolo amminoacido può venir spe- 



cificato da più di una tripletta, o gruppo 
di tre nucleotidi.) Per esempio le se- 
quenze atnminoacidiche corrispondenti 
agli homeobox de! gene Antennapedia e 
del gene dello MM3 Xenopus hanno in 
comune 59 dei loro 60 amminoacidi, 
una sovrapposizione notevole se si con- 
sidera che vertebrati e invertebrati si 
sono separati più di 500 milioni di anni 
fa. La somiglianza tra sequenze ammi- 
noacidiche implica che tutti gli omeo- 
domini funzionino perloppiù alio stesso 
modo e che, per evitare la perdita della 
loro funzione, sia stata esercitata una 
forte pressione selettiva. 
Quale potrebbe essere questa funzio- 



ne comune? Come ho ricordato prima, 
era già stata avanzata un'ipotesi preli- 
minare, secondo la quale ì geni maestri 
che orchestrano lo sviluppo potrebbero 
agire sintetizzando proteine che sì lega- 
no al DNA. L'omeodominio è compatibi- 
le, dal punto di vista biochimico, con un 
modello di questo tipo. Molte proteine 
che si legano al dna hanno regioni ric- 
che di amminoacidi basici. L'omeodo- 
minio, che forma una parte delle più 
grosse proteine, è ricco di lisina e di ar- 
ginina, che sono appunto due amminoa- 
cidi basici. Una prima indicazione che 
esso possa essere interessato ne! legame 
con il dna è emersa da una ricerca effet- 







POSTERIORE 




ANTERIORE 



I prodotti di trascrizione di Antennapedia si accumulano In maniera 
differenziale nei segmenti dell'embrione, conte si può osservare nella 
sezione di un embrione in stadi tardivi dello sviluppo. In questi stadi la 
segmentazione risulta molto meglio visibile nel sistema nervoso ven- 
trale, che consiste di un ganglio per ogni segmento corporeo, come è 
illustrato nello schema a iato. Antennapedia è molto poco espresso nel 
primo ganglio toracico, lo è molto di più nel secondo e di nuo- 
vo poco in quelli posteriori a esso. Questa espressione differenziale po- 
trebbe far parte del meccanismo mediante il quale i geni omeotici con- 
feriscono identità specifiche ai segmenti dell'embrione di DrosophUa. 
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tuata al calcolatore su sequenze di dna 

note. Questa ricerca ha messo in eviden- 
za una piccola ma significativa omologia 
tra Yhomeobox e segmenti di geni appar- 
tenenti a due specie dì lievito e denomi- 
nati MAT. Ciascun gene mat codifica per 
una proteina che regola tutti i geni ne- 
cessari al controllo del differenziamento 
dei lieviti in uno o l'altro di due tipi 
sessuali o alla formazione di spore. La 
proteina svolge il suo compito legandosi 
a sequenze specifiche di dna, che sono 
«a monte» dei geni che devono essere 
regolati (cioè verso l'estremila 5' del 
dna). La parziale omologia tra Yho- 
meobox e le sequenze dei geni mat del 
lievito suggerisce che l'omeodominio 
faccia lo stesso. 

Ce l'omeodominio controlla la deter- 
" minazione, l'espressione dei geni 
contenenti Yhomeobox deve essere con- 
trollata in modo ben preciso durante 
l'embriogenesi, sia in senso temporale 
sia in senso spaziale. Lo schema spaziale 
dell'espressione genica viene corrente- 
mente analizzato mediante ibridazioni 
in situ (cioè nei tessuti dell'organismo 
invece che in provetta). La tecnica si 
basa sull'ibridazione di una singola elica 
di dna di un gene con il corrispondente 
rna messaggero trascritto. Poiché que- 
sto, nell'embrione, si accumula nel pun- 
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to di espressione del gene, l'ibridazione 
è in grado di evidenziare la distribuzione 
spaziale di tate espressione. Vengono 
allestite sonde con geni purificati che 
contengono homeobox e che sono mar- 
cati con isotopi radioattivi. Una goccia 
della soluzione contenente la sonda vie- 
ne aggiunta a una sezione sottile di em- 
brione di Drosophila, La si lascia quindi 
ibridare con il suo RNA messaggero tra- 
scritto e si copre poi la sezione con 
un'emulsione fotografica. Quando si 
espone l'emulsione, la sonda radioatti- 
va, legata al proprio rna messaggero, 
appare sulla fotografia come grani chiari 
o scuri a seconda del sistema ottico che 
viene scelto. Ernst Hafen e Michael Le- 
vine , nel mio laboratorio, hanno poi per- 
fezionato questa tecnica, al fine di ren- 
dere possibile la scoperta di trascritti 
prodotti dai geni om e olici 

Alcuni tra i risultati più interessanti 
dell'ibridazione in situ sono stati ottenu- 
ti utilizzando come sonda il gene fushi 
tarazu. I trascritti di fushi tarazu vengo- 
no individuati innanzitutto nei nuclei al- 
lineati nel citoplasma corticale, prima 
che si formino te membrane divisorie. 
Quando questi nuclei si dividono, la ve- 
locità di trascrizione aumenta e ben pre- 
sto i geni scuri formano attorno al bla- 
stoderma un evidentissimo schema a set- 
te fasce. La mappa presuntiva mostra 
che queste fasce corrispondono esatta- 
mente alle sette sezioni mancanti nel 
mutante fushi tarazu. A mano a mano 
che si formano i segmenti nell'embrione, 
i trascritti non si rilevano più. Da questi 
risultati si possono dedurre due punti 
significativi riguardo al modo in cui agi- 
sce fushi tarazu. All'inizio dell'embrio- 
genesi il gene normale deve venir 
espresso in sezioni alterne perché il pia- 
no della segmentazione possa essere 
portato avanti in modo corretto. In se- 
guito ciò non è più indispensabile. 

Il fatto che il gene fushi tarazu norma- 
le venga espresso secondo uno schema 
spaziale ben preciso, prima che si formi- 
no le membrane cellulari, implica che i 
nuclei nudi abbiano un «sensore», in 
grado di far loro identificare la posizione 
che assumono nel citoplasma corticale. 
Secondo me questo sensore è una regio- 
ne di controllo a monte, presente nel 
gene fushi tarazu e negli altri geni inte- 
ressati nella elaborazione del piano di 
segmentazione. Questa ipotesi è stata 
messa alla prova «costruendo» un gene 
artificiale, che include la regione di con- 
trollo a monte di fushi tarazu e un gene 
batterico per l'enzima be ta-ga latto sida- 
si. L'espressione di questo gene sintetico 
è controllata dalla sequenza fushi tarazu, 
ma la proteina costruita dal gene è quel- 
la batterica. 

T 1 gene artificiale viene inserito in un 
-*■ embrione di Drosophila e l'espres- 
sione del gene per la beta-galattosi da si è 
messo in evidenza con una reazione di 
colorazione. Dopo che questa è stata 
realizzata, ta beta-galattosidasi viene 



riconosciuta in una serie di sette fasce 
che ricalca esattamente la serie dei tra- 
scritti del gene fushi tarazu, È chiaro 
che, dopo che il nucleo penetra nel cito- 
plasma corticale, una sostanza interagi- 
sce con la regione di controllo del fushi 
tarazu e attiva o disattiva quel gene a 
seconda della posizione che il nucleo 
assume nello strato corticale. La protei- 
na specificata da fushi tarazu può a sua 
volta regolare un altro gruppo di geni 
secondo uno schema ben orchestrato, 

Fushi tarazu è solo un membro di tutta 
una serie di geni, la cui espressione è 
stata analizzata mediante ibridazione in 
situ. Altri esperimenti hanno fatto luce 
sul modo in cui viene realizzato il piano 
di segmentazione. È noto che il gene 
engraikd è necessario nel compartimen- 
to posteriore di ciascun segmento. L'i- 
bridazione in situ mostra che, subito 
dopo l'espressione di fushi tarazu t i pro- 
dotti di trascrizione del gene engraited si 
accumulano in un insieme di 14 fasce 
sottili che corrispondono ai comparti- 
menti posteriori dei segmenti. Chiara- 
mente l'embrione viene dapprima sud- 
diviso in segmenti, i quali, in un secondo 
tempo, vengono suddivisi in comparti- 
menti. L'azione dei geni om eolici può 
essere seguita bene nel sistema nervoso 
ventrale che, in una fase più tardiva del- 
lo sviluppo embrionale, forma un gan- 
glio per segmento. Utilizzando Vho- 
meobox come sonda è stato possibile 
clonare una serie di geni omeotici, i cui 
trascritti si accumulano in gangli ventrali 
consecutivi. Ciascun gene viene espres- 
so con la massima intensità in un seg- 
mento e con intensità minore nel seg- 
mento successivo. Ciò concorda con l'i- 
potesi di Lewis, secondo la quale l'attivi- 
tà di una particolare combinazione di 
geni omeotici specifica l'identità dei sin- 
goli segmenti. 

Un intenso lavoro di ricerca è oggi in 
corso in molti laboratori per consolida- 
re ed estendere la conoscenza acquisita 
con l'identificazione deW'homeobox. Se 
davvero l'omeodominio si lega al DNA, 
occorre capire come e dove. Inoltre, 
anche se i geni che contengono Yhomeo- 
box regolano molti altri geni, essi devo- 
no assolutamente essere regolati a loro 
volta. Un altro compito interessante 
sarà trovare come sono regolati i regola- 
tori; esso potrebbe condurre all'identifi- 
cazione dei fattori citoplasmatici, pre- 
senti nell'uovo, che provvedono all'in- 
formazione relativa alla posizione. Tut- 
to questo febbrile lavoro segna un Limite 
tra due ere. Nell'era premolecolare mol- 
to si era appreso sul momento in cui alle 
cellule embrionali viene assegnato il 
loro destino. Nell'era molecolare, che è 
appena iniziata, si potrà capire come 
questo avviene. Sebbene gli animali si 
sviluppino in modi molto diversi, la sco- 
perta àcìYhomeobox in un'ampia gam- 
ma di specie suggerisce che i meccanismi 
molecolari che sottendono lo sviluppo 
possano essere molto più diffusi di come 
si era supposto in passato. 
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Le basi molecolari 
dell'evoluzione 

La scoperta che le mutazioni si accumulano con velocità costanti nei geni 
di tutti gli animali e i vegetali apre nuove prospettive per una migliore 
comprensione dei meccanismi evolutivi a livello molecolare e organismico 

di Allan C. Wilson 



Le maggiori speranze di comprendere 
più accuratamente la natura dei 
J processi evolutivi derivano oggi 
dallo studia delle molecole biologiche. 
Per oltre un secolo, i principali con tributi 
alla conoscenza dell'evoluzione sono ve- 
nuti dalle ricerche effettuate a livello or- 
ganismico. Su questa base gli evoluzio- 
nisti, con la collaborazione dei geologi, 
hanno stabilito che i milioni di specie 
oggi esistenti sulla Terra sono derivati da 
poche forme vissute più di un miliardo 
di anni fa. Questi studiosi hanno anche 
riconosciuto che l'evoluzione biologica è 
il risultato di cambiamenti ereditari di- 
pendenti da meccanismi di mutazione e 
di selezione naturale. Ancora di recente, 
tuttavia, non era possibile studiare l'evo- 
luzione al suo livello base: non era an- 
cora possibile, infatti, compiere indagini 
dirette sui cambiamenti che hanno luogo 
nei geni. 

Nuove tecniche biochimiche hanno 
reso possibile, ora, questo tipo di inda- 
gine: negli ultimi decenni, infatti, gii 
esperti di biologia molecolare hanno im- 
parato a confrontare tra loro i geni di 
migliaia di specie viventi e di alcune spe- 
cie estinte. Essi hanno misurato anche 
l'entità delle differenze tra i geni e ne 
hanno studiato la natura. Uno dei più 
importanti risultati derivati da questo ti- 
po di analisi è il concetto di «orologio 
molecolare»: dal momento che le muta- 
zioni modificano il DNA in tutte le linee 
evolutive con velocità più o meno co- 
stanti (se valutate su lunghi periodi di 
tempo), si può stabilire una correlazione 
tra l'entità delle mutazioni avvenute e la 
lunghezza degli intervalli di tempo tra- 
scorsi. L'orologio viene di volta in volta 
tarato sulla base di alcuni fossili databili 
con precisione e ciò permette la stima del 
tempo trascorso da quando alcuni parti- 
colari gruppi di organismi viventi si sono 
staccati da un antenato comune. Le dif- 
ferenze molecolari possono quindi esse- 
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re utilizzate per stimare il tempo di di- 
vergenza di un grande numero di altre 
specie . La biologia evoluzionistica ha co- 
minciato così ad acquisire un fondamen- 
to molecolare quantitativo. 

La presente discussione sulle basi mo- 
lecolari dell'evoluzione è fondata su due 
presupposti: 1) che le differenze eredi- 
tarie tra gli organismi derivino da diffe- 
renze del dna; 2) che gli studiosi dell'e- 
voluzione a livello molecolare non si li- 
mitino a misurare le differenze del dna, 
ma giungano anche a motivare l'origine 
di queste differenze, nonché la loro re- 
lazione con le differenze manifeste a li- 
vello organismico. In questo articolo de- 
scriverò alcune scoperte e alcuni concetti 
relativi all'evoluzione a livello moleco- 
lare, tentando di correlarli con l'evolu- 
zione a livello organismico: insieme di 
fenomeni, quest'ultima, che la biologia 
molecolare permette di analizzare in 
maniera non convenzionale. In partico- 
lare, io ritengo che la pressione evolutiva 
derivi non solo da fattori esterni come i 
cambiamenti ambientali, ma anche da 
fattori interni, come la plasticità di com- 
portamento che il cervello consente a 
mammiferi e uccelli. 



Due elementi fondamentali dell'evo- 
luzione molecolare sono le muta- 
zioni puntiformi (in particolare, quelle 
che hanno luogo nei geni strutturali che 
codificano per specifiche proteine) e le 
mutazioni regola ti ve. Una mutazione 
puntiforme è la semplice sostituzione di 
una delle basi del DNA: essa può modi- 
ficare, di conseguenza, la sequenza am- 
minoacidica di una proteina. Una muta- 
zione regolativa, invece, è ogni tipo di 
mutazione che avviene in un gene o nelle 
sue vicinanze e che e in grado di influ- 
enzare l'attività o l'inattività del gene 
stesso. Lo studio delle mutazioni punti- 
formi ha portato al concetto di orologio 
molecolare e alla scoperta di un tipo di 
cambiamento genetico noto come muta- 
zione neutra: una mutazione che non è, 
di per sé, né vantaggiosa né svantaggiosa 
per l'organismo portatore. Le ricerche 
sulle mutazioni puntiformi hanno, inol- 
tre, fornito nuovi elementi per la com- 
prensione dei rapporti filogenetici tra 
specie diverse. Allargando l'indagine al- 
le mutazioni regolative si è giunti a una 
comprensione ancora più fine del lega- 
me tra evoluzione molecolare ed evolu- 
zione organismica. 



Il lisozima, molecola enzimatica la cui struttura ricostruita ai calcolatore appare nella pagina 
a troni e, può servire a misurare l'entità delle mutazioni regolatiti-, cioè dei cambiamenti a 
carico del dna che determinano quando un gene è attivo o inattivo. Esso è rappresentato 
assieme a una parte del suo substrato Un lilla), cioè della sostanza sulla quale agisce: in questo 
caso, un polisaccaride che si trova nella parete delle cellule batteriche. Il lisozima lo scinde, 
distruggendo cosi la parete. Questo enzima è pertanto interessato come componente di prima- 
ria importanza nella digestione dei ruminanti (bovini e ovini), in quanto recupera l'azoto e D 
fosforo presenti nei batteri che vivono nello stomaco dei ruminanti praticando la digestione 
della cellulosa. Lo stomaco della maggior parte degli altri mammiferi, invece, contiene solo 
una bassa concentrazione di lisozima. Le differenze di concentrazione del lisozima contrastano 
con la sua uniformila funzionale: i! lisozima. infatti, funziona in maniera pressoché identica in 
tutti i mammiferi. Le differenze di concentrazione sono in larga misura imputabili a mutazioni 
regolative, che si ritiene abbiano una funzione importante nell'evoluzione a livello organismico. 
L'immagine al calcolatore è stata realizzata presso il Graphic System Research Group dell'issi 
UK Limited. Gii atomi di carbonio sono in bianco, quelli di ossigeno in rosso, quelli di azoto 
in blu e quelli di zolfo in giallo: le asficciole bianche rappresentano legami interatomici. 



Studiando le mutazioni puntiformi, gli 
esperti di biologia molecolare vorrebbe- 
ro idealmente sottoporre a un confronto 
diretto le strutture delle molecole di 
DNA. Tuttavia, già prima che questo fos- 
se possibile, i chimici avevano scoperto 
come confrontare la struttura delle pro- 
teine (sì veda l'illustrazione alle pagine 
168 e 769). Vi è, infatti, una relazione 
lineare tra la sequenza di amminoacidi 
in una proteina e la sequenza di basi nel 
gene che codifica per quella proteina. In 
particolare, ogni sostituzione di un am- 



minoacido in una proteina può essere 
addebitata a una mutazione puntiforme 
in un gene. Quindi, confrontando le se- 
quenze di amminoacidi si possono otte- 
nere informazioni sull'evoluzione delle 
molecole di dna. 

Nel corso di studi comparati sulle 
strutture delle proteine, molti ricercatori 
hanno cominciato a considerare come il 
numero di sostituzioni amminoacidiche 
potesse essere correlato con il tempo tra- 
scorso da quando due specie qualsiasi 
iniziarono a divergere da una specie an- 



cestrale comune. Dal semplice conteggio 
delle sostituzioni (e quindi ignorando la 
loro natura e la loro posizione nella mo- 
lècola proteica) essi hanno scoperto che 
le proteine si comportano come orologi 
molecolari approssimativi. Parecchi fatti 
inducono a pensare che le sostituzioni 
amminoacidiche si accumulino a veloci- 
tà pressoché costanti per lunghi periodi 
di tempo nel corso dell'evoluzione. Le 
tecniche che consentono il confronto di- 
retto tra i geni confermano l'ipotesi se- 
condo la quale l'evoluzione costante del- 
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Una misura dell'evoluzione molecolare si può ottenere confrontando 
proteine (a-c) a molecole dì dna (rf-/>. L'elettroforesi su gel (a) separa 
le proteine in base alla loro carica elettrica; poiché questa varia con 
la composizione tri amminoacidi, differenti mobilità indicano l'entità 
della variazione in differenti versioni della stessa proteina. Il metodo 
è utile soprattutto quando si saggia ta mobilità elettroforetica di 30 o 
più tipi di proteine di un individuo e la si confronta con la mobilità 
elettroforetica delle corrispondenti proteine di un altro individuo, ti 
test di fissazione del complemento (b) si basa, invece, sulla capacità 
degli anticorpi di riconoscere anche piccole differenze tra proteine: in 
presenza del complemento (miscuglio di varie sostanze presenti nel 



sangue), si saggia la capacità di anticorpi, ottenuti immunizzando un 
coniglio contro una proteina pura, di legarsi selettivamente con la 
proteina immunizzante e altre proteine affini. Il complemento reagisce 
solo con anticorpi legati a un antigene: la sua scomparsa dal mezzo 
misura perciò la quantità del complesso antigene-anticorpo formatosi 
e indica cosi l'esistenza di differenze tra proteine simili. Nella deter- 
minazione della sequenza degli amminoacidi di una proteina (e), la 
proteina purificata viene frammentata con un enzima. Gli amminoa- 
cidi di ciascun frammento sono poi staccati sequenzialmente a comin- 
ciare da una delle due estremità e quindi identificati per cromatografia 
(processo in cui gli amminoacidi sono riconosciuti in base alle dimoi- 



le proteine sia radicata nell'evoluzione 
costante del DNA. Per esempio, nel DNA 
del nucleo e in quello di altri componenti 
cellulari (come i mitocondri e i cloropla- 
sti), l'accumulo medio di sostituzioni di 
basi è cronometrico quasi come il pro- 
cesso del decadimento radioattivo. 

'orologio molecolare, tuttavìa, non 
J— ' batte con eguale velocità in ogni 
punto della molecola di DNA. La velocità 
di evoluzione in un sito del DNA che in- 
fluenza direttamente la funzione di una 
proteina è bassa: viceversa, una posizio- 
ne libera da implicazioni funzionali può 
evolversi più rapidamente. In altre pa- 
role, il cambiamento evolutivo a livello 
molecolare è tanto più lento quanto più 
sono forti i vincoli funzionali. Per esem- 
pio, i siti attivi della maggior parte degli 
enzimi si evolvono più lentamente ri- 
spetto a molte altre parti della struttura 



enzimatica. Le strutture di altre proteine 
illustrano ancora meglio il concetto di 
vincolo funzionale: l'emoglobina di ca- 
vallo e quella dell'uomo differiscono per 
sostituzioni amminoacidiche in 43 posi- 
zioni su 287. Nonostante queste notevoli 
differenze, tuttavia, è dimostrato da stu- 
di cristallografici che le sequenze di am- 
minoacidi delle emoglobine di queste 
due specie sì ripiegano esattamente allo 
stesso modo. Per di più, entrambe le 
proteine si comportano in modo presso- 
ché identico in prove di tipo funzionale: 
le mutazioni puntiformi attribuibili alle 
43 sostituzioni sono evidentemente sog- 
gette a vincoli funzionali deboli. 

I confronti tra codoni (triplette di basi 
del DNA, ciascuna delle quali codifica per 
un particolare amminoacido) forniscono 
un terzo esempio dì vincolo funzionale. 
Il tasso di cambiamento per il nucleotide 
in terza posizione, entro un codone, è 



maggiore di quello per il nucleotide in 
seconda posizione e ciò non sembra es- 
sere casuale. Infatti, mentre un cambia- 
mento in seconda posizione comporta di 
necessità che sia codificato un diverso 
amminoacido, circa metà dei cambia- 
menti in terza posizione non dà luogo ad 
alcuna sostituzione. II vincolo funzionale 
sul cambiamento evolutivo in seconda 
posizione è più forte perché la mutazio- 
ne che ne deriva ha più probabilità di 
influire sulla funzionalità della proteina 
codificata: viceversa, il vincolo sul cam- 
biamento in terza posizione è debole 
perché questo può aver luogo senza al- 
terare la funzionalità della proteina. 

Le osservazioni sugli elevati tassi di 
cambiamento evolutivo in punti del DNA 
soggetti a deboli vincoli hanno incorag- 
giato i biologi a considerare l'evoluzione 
molecolare come un accumulo di muta- 
zioni neutre che non interferiscono in 
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sioni e alla carica). Anche due filamenti di dna clonato possono essere 
confrontali nei particolari tramite la definizione delle sequenze Uh: 
un filamento di dna, marcato radioattivamente a nna estremità, viene 
scisso da un reagente specifico per ciascuna delle quattro basi nudeo- 
tidiche Mi. A .1 X ) In condizioni tali che ciascuna molecola, in media, 
viene scissa in uno solo dei siti possibili. La sequenza di dna (in questo 
caso, AGCTTCACCGGCGCAGTCAT) viene dedotta dalla differen- 
te mobilità dei vari frammenti in un gel sottoposto all'influenza di un 
campo elettrico. Un metodo più rapido, ma meno accurato, per con- 
frontare molecole di dna è l'analisi mediante enzimi di restrizione (e). 
Un filamento di dna viene scisso da un insieme di questi enzimi, 



ciascuno dei quali riconosce e scinde una sequenza specifica di quat- 
tro-sei basi. Differenze nella sequenza influiscono sulle dimensioni dei 
frammenti oftenuti, che vengono sottoposti a eietlroforesi: analoghi 
schemi di frammentazione e di mobilità riflettono il grado di somi- 
glianza Ira due filamenti a confronto. Nell'ibridazione det dna (0, la 
doppia elica costituita da due filamenti analoghi di dna, provenienti 
da individui diversi, è denaturata dal calore. Quando i due gruppi di 
filamenti singoli sono raffreddati insieme, si possono formare doppie 
eliche ibride, composte da un filamento di una delle due molecole a 
confronto e da uno dell'altra. La stabilità degli ibridi al calore è una 
misura del grado di somiglianza delle due sequenze di dna analizzate. 



alcun modo con le funzioni delle protei- 
ne. Questo modo di intendere l'evolu- 
zione molecolare è risultato molto sco- 
modo per i darwinisti abituati a pensare 
all'evoluzione come al risultato dell'ac- 
cumulo di mutazioni vantaggiose. Una 
conciliazione dei due punti di vista è pe- 
rò possibile: anche nel caso in cui le mu- 
tazioni neutre dominino incontrastate 
l'evoluzione molecolare, l'abbondante 
variabilità genetica che ne deriva con- 
sente l'accumulo di un quantitativo di 
mutazioni vantaggiose tale da consentire 
alla selezione naturale di far sentire la 
sua azione a livello organismico. 

L'idea rivoluzionaria che il cambia- 
mento genetico è dominato dalle muta- 
zioni neutre ha aiutato a spiegare il dato 
che l'evoluzione molecolare dipende più 
dalla quantità di tempo che passa che dal 
numero di generazioni che si susseguo- 
no. Se l'evoluzione molecolare fosse gui- 



data da una selezione positiva, la sua 
velocità dovrebbe essere maggiore in 
specie a vita breve, come un moscerino 
o un topo, che non in specie a vita lunga, 
come quelle dei primati superiori. Le 
sostituzioni di basi si accumulano invece 
più o meno alla stessa velocità nelle se- 
quenze codificanti per proteine dì en- 
trambe le linee evolutive. 

Ciononostante, molti biologi che co- 
struiscono modelli matematici dei pro- 
cessi evolutivi cominciano a pensare che 
molte delle mutazioni accumulatesi du- 
rante l'evoluzione molecolare non siano 
neutre: essi ritengono che l'evoluzione 
molecolare non proceda in modo linea- 
re, ma sia caratterizzata da lunghi perio- 
di di inattività interrotti da esplosioni di 
cambiamento. Se questi studiosi sono 
nel giusto, trovare una spiegazione logi- 
ca per il fenomeno dell'orologio mole- 
colare diventa una sfida ancora più im- 



pegnativa, la cui soluzione può compor- 
tare una comprensione molto più pro- 
fonda della natura dei processi evolutivi. 

Su un punto almeno tutti gli studiosi di 
biologia molecolare sono d'accordo: 
i cambiamenti nelle sequenze di DjviA e 
nelle proteine da esse specificate sono 
principalmente divergenti. Si possono 
quindi costruire alberi evolutivi moleco- 
lari che mostrino le relazioni genealogi- 
che tra queste sequenze. Tali dendro- 
grammi aiutano a riflettere in modo 
chiaro, e soprattutto quantitativo, su co- 
me te sequenze attuali si siano evolute 
da una sequenza ancestrale comune. Gli 
alberi molecolari fanno luce anche sulla 
via genealogica lungo la quale le specie 
a cui appartengono le sequenze studiate 
si sono evolute da una specie ancestrale 
comune. La disposizione delle ramifica- 
zioni che portano alle specie attuali for- 



169 




25 50 75 100 

TEMPO DELLA DIVERGENZA (MILIONI DI ANNI FA) 

Nei geni di alcuni mammiferi di cui è noto, da reperti fossili, il tempo in cui è avvenuta la loro 
divergenza da un ceppo comune si ha una conferma dell'andamento cronometrico dell'evolu- 
zione molecolare. Una volta determinala la sequenza amminoacidka di sette proteine in 11 
coppie di specie di mammiferi, è stato calcolato il numero di differenze per ciascuna coppia. 
È stato poi stimato il numero di mutazioni puntiformi {sostituzioni di singole basi del dna) 
responsabile di queste differenze ed è stato riportato sull'asse delle ordinate. Sull'asse delle 
ascisse è indicato invece il tempo della divergenza di ciascuna coppia da una specie ancestrale 
comune. Fra i gruppi di mammiferi a confronto, i più lontani tra loro sono i marsupiali e i 
placentati. il cui comune antenato viveva circa 120 milioni di anni fa. Le due specie più affini 
sono, invece, il cavallo e l'asino. I segmenti orizzontali indicano il margine di errore nella stima 
del tempo della divergenza. La curva mostra che le sostituzioni di basi nel dna si accumulano 
a velocita pressoché costanti, e quindi cronometriche, per lunghi perìodi di tempo. 
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Il concetto di vincolo funzionale è illustrato dal confronto tra le velocita di cambiamento del 
nucteotide in seconda posizione nel codone (in nero) e del nudeotide in terza posizione (in 
colore). Un codone è una tripletta di basi del dna, che codifica per un particolare amminoacido, 
] cambiamenti avvengono mollo più velocemente in terza che non in seconda posizione perché, 
mentre qualsiasi mutazione in seconda posizione implica la sostituzione di un amminoacido, 
circa metà delle mutazioni in terza posizione non dà luogo ad alcuna sostituzione. 1 dati sono 
tratti dal confronto Ira dna mitocondriali umani e di antropomorfi. In senso Iato, la velociti 
di evoluzione in un sito di un gene che influenza direttamente la funzionalità di una proteina 
è bassa, mentre una posizione libera da implicazioni funzionali può evolversi più rapidamente. 



nisce un valido supporto su! quale orga- 
nizzare lo studio delle differenze tra 
specie. 

Per scegliere ira ipotesi alternative, gli 
studiosi di biologia molecolare seguono 
il criterio del rasoio di Occam: la più 
semplice fra le teorie in competizione 
viene preferita alle spiegazioni più com- 
plesse. Viene scelto quindi, tra i tanti 
possibili, l'albero che richiede il minor 
numero dì mutazioni per spiegare l'evo- 
luzione di una particolare sequenza da 
una sequenza ancestrale comune. Que- 
sto modo di affrontare il problema indu- 
ce gli studiosi di evoluzione molecolare 
a scegliere con obiettività e con un crite- 
rio quantitativo tra alberi alternativi. 
L'uomo, per esempio, in che rapporto 
sta con l'orango e con le scimmie antro- 
pomorfe africane (scimpanzé e gorilla)? 
Un dendrogramma che leghi più stret- 
tamente l'uomo a queste ultime spiega i 
dati molecolari postulando un numero di 
mutazioni minore di quello postulato dal 
dendrogramma che pone l'uomo più vi- 
cino all'orango. In altre parole, un certo 
dendrogramma spiega le differenze os- 
servate nelle sequenze in modo tanto più 
semplice di altri che i dendrogrammi più 
complicati possono essere statisticamen- 
te trascurati. 

La possibilità di prendere decisioni di 
questo tipo è una delle più notevoli con- 
quiste delta biologia evoluzionistica mo- 
lecolare. I ricercatori del passato costrui- 
vano alberi filogenetici basati esclusiva- 
mente su differenze nei caratteri morfo- 
logici o anatomici: questo tipo di con- 
fronto è però estremamente soggettivo; 
per di più, non vi è modo di conoscere il 
numero di mutazioni necessario a pro- 
durre differenze osservabili in un carat- 
tere anatomico e non si può nemmeno 
prevedere se una mutazione che dà ori- 
gine a differenze in un determinato ca- 
rattere anatomico contribuisca anche a 
influenzarne altri. Gli alberi filogenetici 
molecolari, costruiti sulla base dei dati 
delle sequenze, non richiedono, invece, 
decisioni soggettive circa il peso dei vari 
caratteri. Inoltre i biologi conoscono il 
numero minimo di sostituzioni di basi 
necessario per spiegare una differenza 
nella sequenza. Infine, il numero di ca- 
ratteri genetici messi in evidenza con il 
confronto tra sequenze di dna e sequen- 
ze di proteine comincia a superare il nu- 
mero dei caratteri morfologici disponi- 
bili per le ricostruzioni filogenetiche. 

Gli alberi molecolari, oltre a rivelare 
l'ordine in cui si susseguono i diversi 
punti di divergenza tra linee evolutive, 
contengono anche informazioni circa i 
tempi in cui queste divergenze si sono 
manifestate: questo metodo di datazio- 
ne evolutiva è stato applicato per la pri- 
ma volta proprio alla stima del tempo in 
cui ominidi e scimmie antropomorfe 
africane cominciarono a divergere da un 
antenato comune. Lavorando nel mio 
laboratorio all'Università della Califor- 
nia a Berkeley, Vincent M. Sarich ha 
misurato le differenze strutturali della 



sieroalbumina, una proteina presente sia 
nell'uomo sia nelle scimmie antropo- 
morfe africane. Egli ha determinato la 
velocità media di cambiamento evoluti- 
vo di questa molecola, confrontando le 
albumine di specie i cui tempi di diver- 
genza erano databili tramite reperti fos- 
sili, e su questa base ha calcolato che la 
divergenza tra l'uomo e le scimmie an- 
tropomorfe africane risaliva a circa cin- 
que milioni di anni fa. Questo arco di 
tempo era solo una frazione de! tempo 
valutato dagli antropologi e pari a 20-30 
milioni di anni. Successivi studi sul dna 
hanno confermato però i dati di Sarich, 
portando a una reinterpretazione dei re- 
perti fossili e a una revisione delle ipotesi 
evolutive sull'origine dell'uomo. 



UNA MUTAZIONE 




Gli alberi molecolari hanno aperto 
molte altre prospettive nello studio 
dei legami genealogici tra specie. Alberi 
basati su siti del DNA a evoluzione rapida 
legano tra loro specie separatesi in tempi 
abbastanza recenti, come quelle dei pri- 
mati superiori, uomo compreso. Questi 
siti consentono l'esplorazione dei ramo- 
scelli estremi dell'albero evolutivo, men- 
tre i siti altamente conservativi permet- 
tono di indagare sulle ramificazioni più 
profonde. I geni che contengono nume- 
rosi siti conservativi rivelano quattro ra- 
mificazioni evolutive principali, la cui di- 
vergenza l 'una dall'altra risale a circa tre 
miliardi di anni fa, quando tutte le cellule 
avevano un'organizzazione a livello bat- 
terico. Queste relazioni genealogiche 



DUE MUTAZIONI 



UOMO 



ANTROPOMORFI 
AFRICANI 



ORANGO 



aprono nuovi punti di vista sulle tappe 
che hanno caratterizzato l'evoluzione 
del metabolismo nelle prime cellule. 

L'analisi degli alberi molecolari ha an- 
che rafforzato la teoria secondo la quale 
le cellule eucarioti (le cellule nucleate 
degli organismi superiori ai batteri) sono 
derivate dalla fusione di due o più tipi dì 
cellule batteriche circa un miliardo di 
anni fa. Le cellule eucarioti contengono 
dna in compartimenti distinti: nel nu- 
cleo, nei mitocondri e, nel caso di cellule 
fotosintetizzanti, nei cloroplasti. Il geno- 
ma di ciascun compartimento compren- 
de un insieme di geni molto conservativi 
che specificano la struttura delle mole- 
cole di RNA ribosomale (i rìbosomi sono 
gli organelli in cui si montano le sequen- 
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ATA ACC 
ATA ACC 
ATA ACt 
ACA GCC 
ATA GCl 

AAA AAA 
AAA AAA 
AAA AAA 
AAA AAA 
AAA AAG 



ATG CAC 
ATG TAT 
ATG TAC 
ATG TT| 
ATG TAC 
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AAC TCA 
AAC TCA 
AGC TCA 
AAC CCA 
AAC HA 
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ACT AC| ATA ACC ACC CTA 
ACT ACC ATA ACC ACC TTA 
GCT ACC ATA ACC ACC TTA 
ACC ACC ATA ACT GCC CTC 
ACl ACC ATA GCC ATT CTA 



ACC CTQ 
ACC CTA 

GCC CTA 
ACC TTA 
ACG CTA 



TAC CCC CAT TAT GTA AAA 

TAf CCC CAT TAT GTfl AAA 

TAC CCC CAT TAC GTA AAA 

TAC CCC CAtì TAT GTA AAA 

TAC CCl CA| TA| GTA AAA 
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ATG TGC CTA GAC CAA GAA GTT ATT ATC TCÉ 

ATA TGC CTA GAC CAA GAA GCT ATT ATC TCA 

CI» TGC CTA GAC CAA GAA GCT AH ATC TCA 

AT| TGC CTA GGi CAA GAA ACg AT| GTC ACA 

ATG TGC ACA GAC CAA GAA AC| ATT AT| TCA 
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TCC Al 
TCC Al 
TCT ATC 
ACfj GCC 
ATB ACC 



ACT TCC CTA 
ACT CCC HA 
ACT TCC TTA 
ACT TCC CTA 
ACfi TCC CTA 
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GTC GCA TCC 
ATC GCfl TCC 
GTC GCA TCC 
ATC GCA TCC 
ATT GCC TCT 



ATT CCC CCC ATC 

ATT CTC CCC ATC 

ATT CCC CCT ATC 

ATB CCC CCC Al 

ATT CCC CCC A' 
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ACC TTT ATT ATC 

ACC TTT ATC ATT 

ACC TTT ATÌ ATC 

GCC TTT ACT ATC 

ACC TTT AT| ATC 
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CTT ACC ACC 
CTC ACC ACC 
CTT ACC ACC 

ACC GCT ACC 
AC* GCC ACC 

agj ctc ne 

AGC CTT ne 
AGC CTC ne 
AGC Crf ATC 
AGC CTA TTT 



CTC Gn 
CTC An 
ne ATC 
ctc An 
cn An 
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CCC ACA 
CCC ACA 
CCC ACA 
CC| ACA 
CCC ACA 



AAC CCT AAC 
AAC CCT AAC 
AAT CCT AAC 
AAC CCC AAC 
AAC CCC AAT 



ACA ATA ne 

aca ata ne 

ACA ATA 
ACA ATA 
ATA ATA nC 
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AAC TGA CAC TGA GCC ACA ACC CAA ACA ACC GAG CTC TCC CTA AGC 

AAC TGJ CAC TGA GCA ACA ACC CAA ACA ACC CAB CTC TCC CTA AGC 

AGC TGA CAC TGA GCA ACA ACC CAA ACA An CAA CTC TCC CTA AGC 

AAC TGA TGC TGA ACA ACC ACC CAG ACA CTA CAA CTC TCA CTA AGC 

■ CTI GAA CTC TCC CTA AGC 



AAC TGA CAC TGA ACt GCA ACC CAA AC6 



Sulla base delle sequenze dei dna (in basso) si possono costruire alberi 
filogenetici che illustrino i rapporti di parentela tra primati superiori 
e uomo (in alto), I cerchi in colore nei dendrogrammi indicano che 
una base (o un amminoacido) occupa una determinata posizione in 
una molecola di dna (o, rispettivamente, in una proteina) sia nell'uo- 
mo sia negli antropomorfi africani (gorilla e scimpanzé), 1 cerchi in 
grigio indicano invece che una base (o un amminoacido) di diversa 
natura è presente in quella posizione negli oranghi e nei gibboni 
(scimmie antropomorfe asiatiche). 11 dendrogramma in alto a sinistra 
spiega le differenze tra sequenze nei vari primati superiori con una 
sola mutazione sulla linea evolutiva che porta all'antenato comune 



dell'uomo e degli antropomorfi africani {freccia). Il dendrogramma 
in alto a destra, invece, postula due mutazioni {frecce) per spiegare i 
medesimi dati sulle sequenze: è quindi meno probabile che sia correl- 
to. Le relazioni di parentela tra uomo, scimpanzé e gorilla sono tut- 
tavia ancora in discussione. Le 79 triplette nella parte inferiore della 
figura codificano, nei diversi primati superiori, per parte di una pro- 
teina (la rtADH-deidrogenasi S) che partecipa alla produzione di ener- 
gia nei mitocondrio. Le sequenze differiscono per lo più per sostitu- 
zioni di basi in terza posizione nei codoni (riquadri in grigio), 116 
riquadri in colore indicano le posizioni nelle quali la sequenza nucleo- 
ridica degli antropomorfi africani è uguale a quella dell'uomo. 
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L'evoluzione dei procarioti iniziò circa Ire miliardi ili anni fa e ha portalo ai cloroplasti 
(organetti nei quali ha luogo la fotosintesi) e a quattro principali gruppi di batteri: gli eubatterì 
(i più comuni), gli alobatteri, i metanobatterì e i solfobatteri. I cloroplasti hanno, come molti 
eubatterì, la capacità di effettuare la fotosintesi tramite clorofilla e carotenoidi. Anche gli 
alobatteri hanno una fotosintesi basata su un carotenoide. La capacità foto sintetica ebbe orìgine 
probabilmente in un antenato comune {frecciai di cloroplasti, eubatterì e alobatteri. L'albero 
filogenetico è stato costruito confrontando le sequenze di rna ribosomale dei vari organismi. 
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la distanza morfologica, una stima della divergenza tra piani organizzativi di specie diverse, 
concorda con le distanze ottenute secondo la sistematica tradizionale. Il grafico sintetizza i 
risultati di più di 20 000 misurazioni anatomiche effettuale su circa 400 specie e indica come 
il semplice accumulo di mutazioni puntiformi non possa spiegare la velocità accelerata dell'e- 
voluzione organismica nei mammiferi. Per stimare la distanza morfologica tra due specie si è 
misurato un insieme determinato di ossa del capo, del tronco e degli arti anteriori e posteriori 
di ciascuna. La lunghezza relativa di ogni parte è stata poi ricavata dividendo la lunghezza 
della parte per la somma delle lunghezze di tutte le parti misurate. La distanza morfologica tra 
due specie è la somma dei valori assoluti delle differenze nelle lunghezze relative di tutte le 
partì esaminate. Le distanze tassonomiche più piccole nella classificazione sono quelle tra 
sottospecie ($S), seguite da quelle tra specie (.V). generi (G), sottofamiglie (sF), famiglie (F), 
superfamiglie {SF ) e sottordini (sO). Le distanze tassonomiche massime sono quelle tra ordini 
(O). 1 cerchi neri rappresentano le distanze morfologiche medie tra specie di uccelli. La curva 
rappresenta bene anche gli analoghi valori di distanza morfologica per anuri, sauri e mammiferi. 



ze proteiche) di quello specifico compar- 
timento. Confronti tra sequenze mostra- 
no che, mentre ì geni per I'rna riboso- 
male presenti nel nucleo hanno le loro 
radici in una delle quattro ramificazioni 
principali dell'albero evolutivo dei bat- 
teri, quelli nei mitocondri e nei cloropla- 
sti derivano da un'altra ramificazione. 

L'analisi degli alberi molecolari aiuta 
anche a spiegare come il genoma nuclea- 
re delle cellule eucarioti sia divenuto 
centinaia di volte più esteso di quello 
batterico. II quadro delle relazioni ge- 
nealogiche tra geni e altre sequenze ri- 
petitive all'interno del nucleo offre indizi 
circa le tappe successive del processo: 
queste tappe comprendono la duplica- 
zione di interi geni e il loro spostamento 
su nuove posizioni nel genoma. I geni 
duplicati di solito possono evolversi in 
maniera indipendente, assumendo nuo- 
ve funzioni, oppure possono diventare 
pseudogeni inattivi, cioè filamenti dupli- 
cati di dna che contengono mutazioni 
tali da impedire che essi codifichino per 
un polipeptide. o corta catena proteica. 
funzionale. In altri casi i DNA duplicati 
comunicano tra loro (cioè, si scambiano 
informazione genetica) con velocità va- 
riabile nel corso dell'evoluzione. 

L'analisi degli alberi molecolari con- 
tribuisce, inoltre, alla comprensione del 
ruolo evolutivo del trasferimento «oriz- 
zontale» di DNA tra specie che non si 
ibridano. Alcuni virus e pi asm idi ( picco li 
frammenti circolari dì dna batterico) 
possono trasferire geni da una specie al- 
l'altra, ma l'integrazione definitiva di 
questi geni nel genoma della seconda 
specie è un evento raro in natura. Se ciò 
avvenisse comunemente, il genoma di 
ciascuna specie sarebbe un mosaico co- 
stituito, per la maggior parte, da seg- 
menti di DNA trasferiti orizzontalmente 
da specie diverse. In casi del genere, ten- 
tare di costruire un albero evolutivo per 
un gruppo di specie sarebbe mutile: una 
ricostruzione genealogica basata su un 
certo gene sarebbe probabilmente diver- 
sa da quella basata su un altro gene. Di 
fatto, invece, alberi costruiti sulla base dì 
geni diversi generalmente concordano 
tra loro: molte ipotesi di trasferimento 
orizzontale di geni vengono smentite 
dall'analisi degli alberi molecolari. Sia 
nel mondo dei batteri sia in quello degli 
eucarioti il modello evolutivo dominante 
è quello verticale: dai genitori alla prole. 

L'indagine sulle mutazioni puntiformi, 
benché abbia accresciuto notevol- 
mente la comprensione dei processi evo- 
lutivi, non riesce a descrivere del tutto i 
legami tra evoluzione molecolare ed 
evoluzione organismica. La netta diffe- 
renza nelle velocità di questo tipo di evo- 
luzione per due gruppi tassonomici di- 
versi come, per esempio, gli anfibi anuri 
e i mammiferi non riflette la forte somi- 
glianza nelle velocità con le quali si ac- 
cumulano le mutazioni puntiformi in en- 
trambi i gruppi. Gli anuri sono un grup- 
po antico che comprende migliaia di spe- 



cie. Queste, tuttavia, hanno in comune 
un cosi elevato numero di caratteri ana- 
tomici che gli zoologi le raggruppano in 
un unico ordine. Effettivamente, nell'ar- 
co di tempo che vide l'origine da un an- 
tenato comune di mammiferi tanto di- 
versi tra loro come il gatto, il pipistrello, 
la balena e l'uomo, un gruppo di anuri è 
andato incontro a una evoluzione cosi 
lenta che i fossili antichi, che risalgono a 
90 milioni di anni fa, e i rappresentanti 
viventi della medesima linea evolutiva 
vengono attribuiti a uno stesso genere: 
Xenopus. I mammiferi placentari, d'al- 
tro canto, anche se costituiscono un 
gruppo originatosi in epoca molto più 
recente, si sono differenziati in maniera 
cosi marcata che gli zoologi li ripartisco- 
no in 16 ordini diversi. 

Queste considerazioni indicano chia- 
ramente come, a livello organismico, la 
velocità di cambiamento nei mammiferi 
sia stata molto più elevata di quanto non 
sia avvenuto per gli anfibi anuri. Le mu- 
tazioni puntiformi, però, si sono accu- 
mulate nel dna dei mammiferi alla stes- 
sa velocità riscontrata nel genoma degli 
anuri. Contrasti analoghi tra la velocità 
di accumulo delle mutazioni puntiformi 
e la velocità dell'evoluzione organismica 
caratterizzano anche molti altri gruppi. 

Il sostenere che esiste un contrasto tra 
velocità di accumulo di mutazioni pun- 
tiformi e velocità di evoluzione organi- 
smica ha il suo fondamento nell'ipotesi 
che le classificazioni elaborate dai siste- 
matici riassumano obiettivamente le in- 
formazioni disponibili sul grado di somi- 
glianza strutturale tra specie a confron- 
to. Per confermare la validità di questa 
ipotesi, Lorraine M. Cherry, allora al- 
l'Università della California a Berkeley, 
e Susan M. Case della Harvard Univer- 
sity hanno collaborato con me nell'ela- 
borazione di un metodo obiettivo e 
quantitativo per la stima del grado di 
divergenza tra piani organizzativi di spe- 
cie diverse (si veda l'illustrazione in bas- 
so nella pagina a fronte). I risultati otte- 
nuti con il nostro metodo concordano 
con quelli della tassonomia tradizionale. 

Il lavoro di Lorraine M. Cherry e di 
Susan M. Case fornisce un supporto 
quantitativo all'ipotesi che l'accumulo di 
mutazioni puntiformi non sia in grado di 
spiegare l'accelerazione nella velocità di 
evoluzione organismica nei mammiferi. 
Il riconoscimento di una simile discre- 
panza ha portato gli studiosi di biologia 
molecolare a porsi due diversi interroga- 
tivi: quale relazione esiste tra evoluzione 
molecolare ed evoluzione organismica? 
Che cosa ha spinto i mammiferi a evol- 
versi cosi rapidamente a questi più alti 
livelli di organizzazione? 

Una possìbile risposta alla prima do- 
manda è che la maggior parte delle mu- 
tazioni puntiformi che si accumulano ne- 
gli acidi nucleici, e nelle proteine da essi 
codificate, può essere neutra o quasi dal 
punto di vista della selezione naturale. 
Solo una minoranza può andare incon- 
tro a una evoluzione ad aitati va a livello 
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La spinta a evolversi deriva da Tati ori sia estemi (fenomeni geologici come erosione e oroge- 
nesi) sia interni come, nel caso di uccelli e mammiferi, le prestazioni del cervello. Potendo 
rapidamente sfruttare l'ambiente in modi nuovi, una specie con cervello voluminoso è subito 
sottoposta a nuove pressioni selettive che facilitano la «fissazione» di mutazioni complementari 
al nuovo genere di vita. In una popolazione una mutazione è (issata quando i discendenti 
portatori del gene mutante predominano numericamente sui portatori del gene originario. 



organismico. La frazione di mutazioni 
accumulate aventi significato adattativo 
potrebbe essere maggiore per i mammi- 
feri che per gli anuri, ma ancora troppo 
scarsa per modificare in modo significa- 
tivo la velocità complessiva di evoluzio- 
ne molecolare nei mammiferi. 

Con tutta probabilità, tuttavia, sono le 
mutazioni regolative a stabilire il 
nesso tra evoluzione molecolare ed evo- 
luzione organismica. Una mutazione re- 
golattva è qualsiasi mutazione che influi- 
sca sull'espressione di un gene: soprat- 
tutto, l'attivazione o la disattivazione di 
specifici geni nel corso dello sviluppo. In 
particolare, è da considerare l'ipotesi 
che la maggior parte dell'evoluzione 
adattai iva a livello organismico sia do- 
vuta a mutazioni che influiscono sulla 
concentrazione relativa di proteine spe- 
cìfiche, e non a mutazioni che modifica- 
no la struttura di queste proteine. 

Per verificare questa ipotesi, è neces- 
sario ricorrere a un metodo per scegliere 
i geni con i quali coli egare il cambiamen- 
to a livello molecolare e quello a livello 
organismico. Finché le basi molecolari 
dello sviluppo embrionale non saranno 
meglio conosciute, non sembra però 
conveniente cercare geni le cui differen- 
ze siano responsabili delle differenze 
anatomiche tra specie di organismi plu- 
ricellulari. 11 metodo migliore, per ades- 
so, sembra quello di approfondire la co- 
noscenza delle interazioni chimiche tra 
organismi e ambiente. Ecco perché ri- 
cercatori del mio laboratorio come De- 
borah E. Dobson, Caro-Beth Stewart, 
R, Tyler White, Michael S. Hammer ed 
Ellen M. Prager hanno analizzato i geni 
che codificano per gli enzimi digestivi 
presenti nel tubo digerente dei mammi- 
feri. La biochimica e la fisiologia dige- 
stiva dei mammiferi sono piuttosto ben 
conosciute; quanto a dieta, inoltre, le 
specie di mammiferi divergono rapida- 
mente l'una dall'altra. Spesso ai biochi- 
mici è possìbile arguire quali enzimi sia- 
no necessari ad affrontare una sostanza 
presente in una dieta, ma non in un'altra. 
I geni che codificano per questi enzimi, 
quindi, costituiscono una chiave per 
comprendere le relazioni tra evoluzione 
molecolare ed evoluzione organismica. 

Lo studio degli enzimi in grado di di- 



gerire i batteri conferma il significato 
delle mutazioni regoiative: benché la 
maggioranza dei mammiferi non sia at- 
trezzata con enzimi per digerire batteri, 
in numerosi casi, nel corso dell'evoluzio- 
ne dei mammiferi, alcune specie hanno 
acquisito gli enzimi necessari. I ruminan- 
ti, per esempio, hanno necessità di dige- 
rire i batteri per poter utilizzare l'azoto 
e il fosforo che essi hanno fissato. (I bat- 
teri intervengono nella digestione della 
cellulosa.) L'accresciuta capacità di di- 
gerire batteri è dovuta alla presenza di 
lisozima, un enzima in grado di digerire 
la parete delle cellule batteriche. Lo sto- 
maco dei ruminanti ne contiene infatti 
elevate concentrazioni, mentre lo sto- 
maco della maggior parte degli altri 
mammiferi ne contiene basse concentra- 
zioni. Nei ruminanti, dunque, il lisozima 
è stato evidentemente potenziato come 
principale enzima digestivo. 

Benché questo potenziamento dipen- 
da sia da mutazioni regolative sia da mu- 
tazioni strutturali, sembra che le prime 
abbiano avuto un ruolo primario. La 
conclusione che si può trarre da molte 
ricerche sull'evoluzione, condotte su cel- 
lule batteriche e animali in coltura, con- 
ferma del resto che le mutazioni regola- 
tive possono avere una funzione fonda- 
mentale nell'evoluzione adattativa. 

La natura specifica delle mutazioni re- 
golative rimane, tuttavia, ancora scono- 
sciuta per molti processi evolutivi. Le 
duplicazioni geniche e le mutazioni pun- 
tiformi nel dna regolativo. benché siano 
responsabili della maggior parte delle 
velocità alterate di sintesi proteica, os- 
servate in laboratorio, non sono in grado 
di spiegare il cambiamento che ha luogo 
nelle concentrazioni di lisozima durante 
l'evoluzione dei mammiferi. Dal mo- 
mento che questo cambiamento è tessu- 
to-specifico, può darsi che sequenze re- 
golative di dna, riconosciute da fattori 
specifici per un determinato tessuto (e 
dette enhancer o potenziatrici), siano re- 
sponsabili del controllo del livello del 
lisozima. L'attivazione tessuto-specifica 
di un gene può cosi realizzarsi spostando 
una sequenza di questo tipo in una qual- 
siasi delle varie posizioni non codificanti 
all'interno del gene strutturale o nelle 
sue vicinanze. Resta da stabilire se il po- 
tenziamento del lisozima dipenda real- 
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mente da sequenze regolativi. 1 di questo 
tipo e fino a che punto il caso del lisozi- 
ma sia esemplificativo di quello di altri 
geni in gioco nel determinare salti adat- 
tativi rilevanti. 

Il secondo interrogativo da me posto 
riguardava il motivo per cui i mam- 
miferi si sono evoluti così velocemente a 
livello organismico. Io ritengo che l'ele- 
vata velocità di evoluzione dei mammi- 
feri, rispetto a quanto accade negli anfibi 
anuri, possa essere dovuta alle maggiori 
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dimensioni del cervello dei mammiferi. 
Un cervello di grandi dimensioni genera, 
nei mammiferi, la spinta intrinseca a 
evolversi che manca negli anfibi anuri. 
Nel giungere a questa conclusione io po- 
stulo che l'evoluzione organi smica sia un 
processo darwiniano guidato dalla sele- 
zione naturale e che abbia, di conse- 
guenza, due componenti: la mutazione 
e la fissazione. In altre parole, una mu- 
tazione nuova, pur essendo presente al- 
l'inizio in un singolo individuo di una 
popolazione, non si può considerare 
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L'incremento delle dimensioni del cervello rispetto alle dimensioni corporee fornisce un valido 
sopporto alla teoria secondo la quale la principale pressione selettiva nei mammiferi deriva dal 
cervello. Si ritiene che, nelle linee evolutive che portano dai primi anfibi alle specie attuali di 
uccelli e mammiferi, abbia avuto luogo un forte incremento nella pressione a evolversi a livello 
organismico. L'asse delle ordinate rappresenta una misura della pressione evolutiva; la curva 
della spinta culturale è stata costruita dividendo la massa (in grammi) del cervello per la massa 
totale del corpo (in chilogrammi) di una specie ed elevando a potenza con esponente 2/3 il 
quoziente cosi ottenuto. Il livello costante della linea che rappresenta la spinta geologica è 
basato sul presupposto che la pressione derivante da cambiamenti di tipo geologico non abbia 
avolo incrementi notevoli negli ultimi 400 milioni di anni. Poiché l'uomo, gli antropomorfi e 
i passeracei hanno cervelli relativamente voluminosi, essi sono sottoposti a una spinta evolutiva 
più forte di quanto non avvenga per la maggioranza dei mammiferi, uccelli, rettili e anfibi. 



«fissata» finché i discendenti portatori 
dell'alide mutante non predomineranno 
sugli individui portatori dell'alide origi- 
nario. In termini quantitativi, l'equazio- 
ne fondamentale dell'evoluzione stabili- 
sce che la velocità di evoluzione all'in- 
terno di una popolazione è uguale al nu- 
mero di mutazioni che compaiono nel- 
l'unità di tempo, moltiplicato per la fra- 
zione di alidi mutati destinata a essere 
fissata («indice di fissazione»). 

L'elevata velocità di evoluzione dei 
mammiferi potrebbe quindi essere attri- 
buita sia a un grande numero di muta- 
zioni sia a un alto indice di fissazione, o 
a entrambi i fattori. Non si può escludere 
che il genoma dei mammiferi sia più in- 
cline alla mutazione, o più instabile, di 
quanto non avvenga per i genomi di 
«fossili viventi» come Xenopus, ma sem- 
bra più probabile che la tendenza evolu- 
tiva dei mammiferi sia dovuta a un ele- 
vato indice di fissazione. In particolare, 
ritengo proponibile la seguente ipotesi: 
il numero di mutazioni che avvengono 
nell'unità di tempo è lo stesso per gli 
anuri e per i mammiferi, ma la percen- 
tuale ili queste muta/ioni che vanno in- 
contro a fissazione è più elevata, nei 
mammiferi, di quanto non sia per gli 
anuri. Questo starebbe a significare che 
i mammiferi, rispetto agli anuri, fissano 
una maggior percentuale delle loro mu- 
tazioni morfologiche. 

Se la direzione della selezione muta 
spesso, l'opportunità di fissare mutazio- 
ni vantaggiose aumenta. Due sono, prin- 
cipalmente, te fonti di questo mutamen- 
to; cioè esistono due pressioni principali 
verso una evoluzione adattativa: una 
spinta esterna alla specie e una interna. 
Nella biologia evoluzionistica si ha la 
tendenza a considerare soltanto i fattori 
estemi, per esempio i mutamenti am- 
bientali, eventi solitamente dominati da 
agenti geologici come l'erosione o Toro- 
genesi. La seconda pressione proviene, 
nei mammiferi e negli uccelli, dal cervel- 
lo. Questa spinta interna, conseguenza 
della capacità del cervello di innovare e 
di imitare, porta a un'evoluzione media- 
ta dalla cultura. 

Una volta che una specie possieda 
questa duplice capacità di evolversi, un 
nuovo modo di sfruttare l'ambiente può 
insorgere in un individuo e diffondersi 
poi con rapidità agli altri individui attra- 
verso l'apprendimento per imitazione. 
Sfruttando repentinamente l'ambiente 
in un nuovo modo, una specie con un 
cervello di grandi dimensioni è sottopo- 
sta improvvisamente a nuove pressioni 
selettive che facilitano la fissazione di 
mutazioni complementari al nuovo co- 
stume di vita. Quanto più numerosa è la 
popolazione che acquisisce il nuovo 
comportamento, tanto più è probabile 
che mutazioni di questo tipo siano già 
presenti e che la selezione possa quindi 
agire su di esse. Il tempo necessario per- 
ché una mutazione complementare a un 
nuovo comportamento si fissi in una po- 
polazione è più breve se il nuovo com- 



portamento si diffonde con rapidità non 
solo verticalmente (da genitore a figlio), 
ma anche orizzontalmente (da un indi- 
viduo all'altro). 

La linea evolutiva che conduce alla 
specie umana attuale è stata sottoposta 
a una fortissima spinta evolutiva interna. 
Per esempio, l'avvento dell'agricoltura 
ha imposto nuove pressioni selettive che 
hanno portato a immediati cambiamenti 
genetici nelle popolazioni umane. Con- 
sideriamo, per esempio, l'introduzione 
del lattosio (lo zucchero del latte) nella 
dieta degli adulti come il risultato del- 
l'invenzione e della diffusione sociale 
dell'allevamento di animali da latte. La 
capacità genetica di digerire questo zuc- 
chero anche da adulti si è evoluta solo 
nelle popolazioni che praticavano que- 
sto tipo di allevamento. Nel breve corso 
di 5000 anni, i geni che conferiscono la 
capacità di digerire il lattosio da adulti 
hanno raggiunto un livello pari al 90 per 
cento in popolazioni fortemente dipen- 
denti da questo tipo di alimento. Al con- 
trario, la percentuale di questi geni è 
prossima allo zero nelle popolazioni 
umane che non bevono latte e in tutte le 
altre specie di mammiferi studiate. 

Il potenziale per una evoluzione dipen- 
dente dalla cultura non e limitato al- 
l'uomo. Molti animali che hanno cervel- 
lo di dimensioni relativamente grandi in 
rapporto alla mole corporea, come i pri- 
mati o i passeracei, sono in grado di ap- 
prendere per imitazione. Ciò può avve- 
nire anche in alcuni pesci, cefalopodi e 
insetti, anche se per questi gruppi manca 
una dimostrazione sperimentale. 11 più 
famoso caso di diffusione rapida di un 
comportamento in animali diversi dal- 
l'uomo è quello descritto per le cincia- 
relle in Inghilterra. Alcuni di questi uc- 
celli impararono ad aprire le bottiglie del 
latte lasciate davanti alle porte delle ca- 
se. Presto essi vennero imitati da milioni 
di altre cinciarelle e, nel giro di un ven- 
tennio circa, la maggior parte dei com- 
ponenti di questa specie, in Inghilterra, 
praticava questo comportamento. A un 
certo punto, l'uomo interruppe l'esperi- 
mento evoluzionistico mettendo al sicu- 
ro le bottiglie. In questo modo è venuta 
a mancare ai biologi la possibilità di ve- 
rificare se le popolazioni di cinciarelle 
rispondevano geneticamente o no alle 
nuove pressioni selettive generate dal lo- 
ro comportamento. 

Le mie ricerche condotte con Jeff S. 
Wylesdi Berkeley e con Joseph G. Kun- 
kel dell'Università del Massachusetts ad 
Amherst rafforzano l'ipotesi che il cer- 
vello degli uccelli e dei mammiferi costi- 
tuisca la principale spinta alla base della 
loro evoluzione organistica: più grandi 
sono le dimensioni del cervello in rela- 
zione alla mole corporea, più alta è la 
velocità media di evoluzione a livello 
anatomico. Nel corso dell'evoluzione dei 
vertebrati terrestri, lungo la linea che 
conduce dai primi anfibi all'uomo, le di- 
mensioni relative del cervello sono au- 




Una cinciarella è appollaiata su una bottiglia del latte di cui ha aperto il tappo di allumìnio con 
il becco. Negli anni trenta e quaranta l'abitudine di aprire le bottiglie del latte si diffuse in tutta 
la popolazione inglese di questo passe racco, fornendo il più famoso caso non umano di 
propagazione di una innovazione culturale, A un certo punto l'uomo pose fine a questa pratica 
mettendo al sicuro le bottiglie; i biologi non ebbero cosi l'opportunità di vedere se le cinciarelle 
avessero risposto geneticamente alle pressioni selettive generate dal loro comportamento. 



meniate di un fattore 100. Inoltre, è au- 
mentata la velocità di incremento di tali 
dimensioni. Le linee evolutive che, par- 
tendo dagli stessi anfibi primitivi , condu- 
cono ad altri mammiferi e agli uccelli 
mostrano una tendenza analoga, anche 
se meno pronunciata, verso un aumento 
delle dimensioni relative del cervello nel 
tempo. Al contrario, le dimensioni rela- 
tive del cervello in anuri e urodeli attuali 
non differiscono in misura significativa 
da quelle degli anfibi primitivi. 

Poiché la velocità di evoluzione a li- 
vello organismico ha una correlazione 
positiva con le dimensioni relative del 
cervello, anch'essa può essere aumenta- 
ta di circa un fattore 100 lungo la linea 
che porta all'uomo e di un fattore più 
modesto lungo le linee che portano ad 
altri organismi dotati di un cervello di 
grandi dimensioni. L'evoluzione organi- 
smica nei vertebrati può fornire un 
esempio di un processo autocatalitico 
mediato dal cervello: quanto più grande 
è il cervello, tanto maggiore è la capacità 
delle specie di evolversi biologicamente. 
Quando l'evoluzione culturale diventa 
estremamente rapida, però, questo pro- 



cesso, presumibilmente, non accelera in 
parallelo. In tal caso le pressioni gene- 
rate da una innovazione culturale ven- 
gono prese in carico dall'innovazione 
culturale successiva, e non da un'evolu- 
zione di tipo genetico. Questo vale per 
la specie umana da 35 000 anni a questa 
parte, cioè da quando il cervello dell'uo- 
mo ha raggiunto le dimensioni attuali. 

T o studio dell'evoluzione molecolare 
•*— ' occupa una posizione peculiare nel- 
la biologia contemporanea. Tentando dì 
collegare geni e organismi, esso tocca via 
via i campi della biologia molecolare, 
della biologia della cellula, della biologia 
dello sviluppo, della fisiologia, dell'ana- 
tomia e della biologia del comportamen- 
to. Richiede anche una conoscenza del 
comportamento dei geni all'interno del- 
le popolazioni, mentre interessa anche 
tassonomia, paleontologia e geologia; 
nessun altro studio tocca tutti questi 
aspetti. Lo studio dell'evoluzione mole- 
colare fornisce, inoltre, l'opportunità di 
gettare ponti tra le varie discipline bio- 
logiche e di contribuire così all'unifica- 
zione delle scienze della vita. 
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Il DNA 



Fondamentale per la vita, la struttura a doppia elica del materiale genetico 
è multiforme ed estremamente flessibile e, al fine di trasmettere il 
messaggio ereditario, interagisce con proteine regolatrici e altre molecole 



di Gary Felsenfeld 



La doppia elica dell'acido desossiribo- 
nucleico (dna) è il simbolo più 
J noto della rivoluzione comin- 
ciata in biologia negli anni quaranta. Il 
modello della molecola, proposto nel 
1953 da James Watson e Francis Crick, 
ebbe un impatto particolarmente pro- 
fondo perché conteneva in sé l'indicazio- 
ne di come il dna poteva svolgere le sue 
funzioni di conservazione e trasmissione 
della informazione genetica. Molti dei 
sorprendenti progressi nel campo della 
biologia molecolare avviati da quella 
scoperta hanno avuto lo scopo di far ca- 
pire come il dna interagisce con le altre 
componenti della cellula vivente per 
esprimere (estrinsecare) l'informazione 
che contiene in forma cifrata. Recenti 
risultati ottenuti in questa linea di ricerca 
hanno portato a concludere che il dna, 
pur apparendo inerte e rigido nella ben 
nota forma a doppia elica, sì comporta 
sia chimicamente sia strutturalmente co- 
me una delle molecole più versatili. Tale, 
infatti, deve essere per poter adempiere 
alle sue molteplici funzioni. 

L'esterno della doppia elica del dna 
(spesso chiamata duplex) è dominato 
dallo scheletro portante, o impalcatura, 
di due filamenti avvolti uno intomo al- 
l'altro. Ciascun filamento è un polimero 
lineare di subunità, i nucleotidi, e ha uno 
scheletro in cui gruppi fosfato si alterna- 
no con uno zucchero, il desossiribosio, 
formando una lunga catena tenuta insie- 
me da legami covalenti: una struttura 
saldamente unita poiché gli atomi hanno 
in comune coppie di elettroni. Le due 
catene hanno una polarità o direzione 
definita: nella doppia elica esse sono pa- 
rallele, ma corrono in senso opposto con 
un avvitamento destrorso. 

Alla struttura ad anello della molecola 
di desossiribosio è attaccata una delle 
seguenti quattro basi: adenìna (A), gua- 
nina (G), timina (7) e citosina (C). Chi- 
micamente, adonnia e guanina sono de- 
rivati della purina. timina e citosina lo 
sono della pirimidina. L'ordine di queste 
quattro basi nucleotidiche lungo la cate- 



na costituisce l'informazione che speci- 
fica la composizione di tutte le molecole 
proteiche presenti in un organismo. 

Le basi si proiettano dallo scheletro 
laterale zucchero-fosfato verso il centro 
delta struttura a doppia elica. Ciascuna 
è legata mediante due o tre legami a 
idrogeno a un'altra base, che si trova 
attaccata al f Llamen to opposto anti paral- 
lelo. Data la struttura e le dimensioni 
delle basi, questa disposizione richiede 
che una A su un filamento nucleotidico 
sia accoppiata con una ! sull'altro fila- 
mento nucleotidico e che la G sia sempre 
appaiata con la C. In tal modo, la se- 
quenza di nucleotidi in una delle catene 
polimeriche determina la sequenza del- 
l'altra catena. 

Osservando il modello strutturale di 
Watson e Crick, riesce difficile im- 
maginare il dna come una molecola do- 
tata di reattività. L'impilamento delle 
coppie di basi piane una sull'altra rende 
la doppia elica piuttosto rigida. Inoltre, 
l'orientazione delle basi (che sono gli 
elementi variabili) verso l'interno indica 
una struttura che è destinata a conser- 
vare il codice genetico, non a prendere 
parte facilmente a reazioni biochimiche. 
Questa caratteristica è soltanto illusoria: 
la doppia elica del dna è di fatto idonea 
ad assumere molte forme e a reagire in 
molte maniere diverse con altre moleco- 
le intracellulari; queste proprietà sono 
sfruttate dalla cellula per controllare il 



modo in cui viene espressa l'informazio- 
ne contenuta nel dna. 

Anche al tempo della scoperta di 
Watson e Crick era evidente, dalle figure 
di diffrazione dei raggi X ottenute con 
fibre di DNA, che questo materiale gene- 
tico poteva esistere in almeno due for- 
me: la B (scoperta da Watson e Crick) e 
la A , nella quale le coppie di basi hanno 
una diversa inclinazione e sono spostate 
verso l'estemo rispetto all'asse dell'eli- 
ca. Negli ultimi anni è apparso chiaro che 
le forme A e fl , rivelate dall'analisi, sono 
strutture medie e approssimate. Studi 
particolareggiati, effettuati con i raggi X 
su dna cristallino, contenente definite 
sequenze di basi, hanno dimostrato per 
esempio che, all'interno della «famiglia» 
di molecole B, vi è una grande varietà 
conform azionale della struttura locale in 
rapporto alla sequenza. Altri studi su 
frammenti di dna in soluzione suggeri- 
scono che alcuni tipi di sequenze siano 
in grado di impartire alla doppia elica 
una distorsione permanente. Ogni se- 
quenza di dna è cosi riconoscibile dall'e- 
sterno della doppia elica non solo attra- 
verso l'identità delle sue basi, ma anche 
attraverso le variazioni che si osservano 
nei particolari riguardanti la posizione 
sia delle basi sia dello scheletro portante. 

Sono state anche messe in evidenza 
sequenze di dna ancora più insolite. 
Certe sequenze di purine e di pirimidine 
alternate sono in grado di indurre la con- 
versione da una normale doppia elìca B 



Il repressore ero è una molecola regolatrice che opera sul dna del batteriofago lambda. È ta 
struttura proteica mostrata a destra nell'immagine della pagina a fronte e leggermente separala 
dalla rappresentazione, a sinistra, della doppia etica del dna. Ogni amminoacido del repressore 
è raffigurato mediante una sfera: rossa per gli amminoacidi con carica elettrica positiva, blu 
per quelli con carica negativa, bianca per i composti idrofobi e verde per quelli idrofili. Nel 
dna le sfere rosso- arancio ne rappresentano i componenti dello scheletro zucchero- fosfato della 
doppia elica, mentre le sfere gialle segnano il fondo del recesso o solco maggiore tra le due 
catene nucleotidiche. Il repressore, che mediante una complessa reazione impedisce l'espres- 
sione di un gene, è presentato sul punto di entrare in tale solco, dove le catene laterali dei suoi 
amminoacidi formeranno legami a idrogeno con determinate basi del dna. Questi legami a 
idrogeno sono responsabili della specificità della reazione. Brian W. Matthew s e Douglas H. 
Ohlendorf dell'Università dell'Oregon hanno ottenuto questa immagine al calcolatore. 
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destrorsa a una forma Z sinistrorsa, che 
è stata identificata per la prima volta da 
Alexander Rieti e collaboratori del Mas- 
sachusetts Instituteof Technology (MIT). 
Lo scheletro portante del dna Z segue 
un percorso più irregolare dell'impalca- 
tura della forma B e i due solchi o sca- 
nalature (maggiore e minore) lungo i 
fianchi della doppia elica B sono sosti- 
tuiti da un singolo profondo solco mino- 
re; infatti, nella doppia elica Z, gli atomi 
che definiscono il solco maggiore del 
dna fi sono spostati alta superficie. 

Anche altre sequenze speciali del DNA 
sono in grado di assumere particolari 
conformazioni. Un caso del genere è 
quello delle «(ripetizioni invertite» o «re- 
pliche inverse», nelle quali una sequenza 
di basi è seguita sullo stesso filamento 
dalla sua sequenza complementare di- 
sposta in ordine inverso. Se i due fila- 
menti della doppia elica sono separati 
l'uno dall'altro, in ciascuna delle due se- 
quenze nucleotidiche dissociate si può 
formare una struttura a basi localmente 
appaiate simile a una forcina per capelli. 
(Poiché i due filamenti della doppia elica 
sono complementari, una ripetizione in- 
vertita in un filamento implica l'esisten- 
za di una ripetizione invertita speculare 
sull'altro filamento.) L'intera struttura 
ha così l'aspetto di una croce. Dato che 
la formazione tanto del dna Z quanto 
delle croci comporta lo srotolamento 
delle eliche del dna fl, ogni forza che, 
applicata al dna, tenda a favorire lo sro- 
tolamento delle due eliche favorirà an- 
che queste insolite strutture. È stato ipo- 
tizzato che esse possano servire come 
segnali di riconoscimento, importanti 
per il ruolo biologico del DNA. 

Il DNA funziona come fonte di infor- 
mazione genetica per mezzo di intera- 
zioni sia con proteine che lo ricopiano in 
un filamento di un acido nucleico simile, 
l'acido ribonucleico (RNA), sia con pro- 
teine che modulano l'attività stessa di 
ricopiatura. Nel processo di trascrizione, 
una classe di enzimi complessi, le RNA- 
-polimerasi. costruiscono una copia del- 
la sequenza di uno dei filamenti del DNA 
(il filamento codificante). Di questo RNA 
così formato, alcune molecole hanno un 
ruolo strutturale loro proprio, mentre 
molte vengono trasformate in rna mes- 
saggero (m-RNA), che dirige la sintesi di 
tutte le proteine della cellula. In ogni 
tipo di cellula, è necessario scegliere 
quali geni devono essere espressi, cioè 
trascritti in rna per la loro successiva 
traduzione in proteine, e quando. Gran 
parte di questo controllo è esercitato a 
livello dell'attacco, o legame, della rna- 
-polimerasi al dna. 

La pohmerasi ha il suo punto di attac- 
co primario al dna (o sito di inizio) in 
corrispondenza di speciali sequenze nu- 
cleotidiche che sono appena al di fuori 
dell'inizio di ciascun gene, o gruppo di 
geni, da copiare; questa regione del dna 
è chiamata promotore. (La p oli m erasi 
«legge» il gene cominciando all'estremi- 
tà 5' e procede verso l'estremità 3'.) Su- 



bito sorgono due domande. Come può 
essere regolata la forza del legame della 
polimerasi al dna? Come può una pro- 
teina come la polimerasi distinguere se- 
quenze genetiche specifiche? 

Vengono in mente alcuni meccanismi 
generali per l'attacco della polimerasi al 
dna. Se il punto d'attacco è bloccato da 
un'altra proteina, o se la struttura locale 
del dna è alterata, può esservi inibizio- 
ne. D'altra parte, il legame della polime- 
rasi potrebbe essere facilitato da diversi 
tipi di cambiamento nella struttura del 
dna, oppure dall'attacco di proteine re- 
golatrici abbastanza vicine per interagire 
favorevolmente con la polimerasi e sta- 
bilizzarne il legame con il sito d'inìzio. 

Nel controllare l'espressione dei loro 
geni, gli organismi ricorrono a tutte que- 
ste strategie. I meccanismi di regolazio- 
ne richiedono molti tipi di sequenze nu- 
cleotidiche speciali e molte proteine che 
le riconoscano. 

Idati più circostanziati sui processi di 
regolazione provengono da studi sui 
batteri e sui virus. In uno schema ricor- 
rente che emerge da queste indagini, l'a- 
zione della RNA-polimerasi è modificata 
dal legame di proteine regolatrici specia- 
lizzate al DNA, vicino al punto d'attacco 
iniziale della polimerasi. 

L'esempio classico di tale meccanismo 
è l 'operane lac del batterio Esckerichia 
coli. Questo operane è un gruppo di geni 
interessati ai metabolismo del lattosio; il 
primo di questi geni codifica per l'enzi- 
ma beta-gaiattosidasi, che scinde quello 
zucchero in molecole di monosaccaridi 
più piccole. La velocità di sintesi dell'en- 
zima è direttamente legata alla quantità 
di lattosio presente nella cellula: quanto 
maggiore è questa quantità, tanto più 
elevata è la produzione dell'enzima. 

L'agente regolatore responsabile di 
questo comportamento è una molecola 
proteica, il repressore lac, che si lega 
saldamente a una sequenza di nucleotidi 
(l'operatore), localizzata tra il sito di at- 
tacco della RNA-polimerasi (il promoto- 
re) e la regione che codifica per la beta- 
-galattosidasi. In assenza dì lattosio il 
repressore si lega all'operatore e blocca 
l'attacco della polimerasi. Esso è anche 
capace di formare un complesso con un 
derivato del lattosio che serve da indut- 
tore, in quanto, associandosi al repres- 
sore, ne rende più debole il legame con 
l'operatore. In presenza di un eccesso di 
lattosio il complesso induttore- represso- 
re si forma, si stacca dal dna e la poli- 
merasi si lega più prontamente al pro- 
motore: cosi viene indotta la trascrizione 
del gene. 

Il legame del repressore al suo sito 
specifico su! dna è estremamente saldo, 
e anche selettivo: in condizioni fisiologi- 
che la costante di equilibrio (una misura 
della forza di tegame) per l'associazione 
del repressore all'operatore è circa un 
miliardo di volte più grande di quella per 
l'attacco del repressore a una tipica se- 
quenza di DNA in un altro punto del ge- 



noma. Nonostante ciò, la costante di 
equilibrio per un'interazione casuale è 
abbastanza grande da garantire che le 
molecole del repressore, presenti in ec- 
cesso nella cellula, siano sempre legate 
al dna in qualche sua regione. 

Questo legame aspecifico ha anche 
una funzione importante nel processo di 
regolazione. Come hanno notato Peter 
H. von Hippel e collaboratori dell'Uni- 
versità dell'Oregon, esso serve da com- 
petitore, mantenendo entro certi limiti 
l'associazione specifica del repressore 
all'operatore lac, in modo tale che il le- 
game possa essere sciolto quando la si- 
tuazione richiede la produzione di beta- 
-galattosidasi. La formazione del com- 
plesso con dna non specifico fa aumen- 
tare anche la velocità alla quale può es- 
sere costituito il complesso specifico re- 
pressore-operatore. Infatti, il represso- 
re, una volta legato in qualche punto 
della singola molecola di dna che costi- 
tuisce il cromosoma batterico, ha una 
probabilità molto maggiore di incontra- 
re la regione dell'operatore. Von Hippel 
ha dimostrato che il repressore lac trova 
l'operatore per lo più scivolando lungo 
il dna. 

Il repressore è mantenuto sul DNA 
principalmente da forze elettrostatiche e 
da legami a idrogeno. L'interazione tra 
gli amminoacidi della proteina, dotati di 
carica positiva, e le cariche negative pre- 
senti sullo scheletro del dna implica la 
presenza di forze elettrostatiche. Benché 
queste contribuiscano in notevole misu- 
ra alla stabilità del legame, sono per loro 
natura largamente aspecifiche. La speci- 
ficità che permette al repressore di rico- 
noscere in maniera preferenziale la par- 
ticolare sequenza nucleotidica che defi- 
nisce l'operatore deriva quindi soprat- 
tutto dalla formazione di legami a idro- 
geno specifici. Questi legami uniscono 
un insieme definito di catene laterali nel- 
la proteina con un corrispondente insie- 
me di siti donatori e siti accettori di le- 
gami a idrogeno nelle basi nucleotidiche 
dell'operatore. 

Benché il lavoro sulla struttura del re- 
pressore lac non sia ancora stato com- 
pletato, una grande mole di informazio- 
ni è stata ottenuta dagli studi sulla dif- 
frazione dei raggi X. prodotta da repres- 
sori affini. Una di queste strutture, de- 
terminata nel laboratorio di Brian W. 
Matthews dell'Università dell'Oregon, è 
il repressore ero del batteriofago lamb- 
da. Questa proteina partecipa a un pro- 
cesso di regolazione simile a quello del 
repressore toc, ma ben più complesso. La 
proteina ero ha segmenti ad alfa-elica 
disposti in modo da adattarsi perfetta- 
mente al solco maggiore del dna e da 
stabilire opportuni contatti per la forma- 
zione di legami a idrogeno (si veda l'illu- 
strazione a pagina 29). Come Matthews 
ha fatto rilevare, una tale disposizione di 
alfa-eliche è comune a una serie di pro- 
teìne regolatrici di batteri e di virus. La 
specificità mostrata da ciascuna proteina 
per una particolare sequenza di basi de- 
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La struttura del dna ha uno schettini u intelaiatura (ai composto da 
residui di desossirìbosìo e da gruppi fosfito, legati insieme. A ogni 
residuo di zucchero e attaccata una delle seguenti quattro basi: guanina 
(G), citosina (C), timina (7~) e adenina < 1 ). Il gruppo fosfato è rap- 
presentalo dalle strutture con P al centro, Io zucchero dal pentagono 
con un atomo dì ossigeno (O) al vertice. Un gruppo fosfato collega 
l'atomo di carbonio 5' di un residuo di desossirìbosio con l'atomo di 
carbonio 3' del residuo successivo. La combinazione dello zucchero 
con grappo fosfato e con la base costituisce un nucleotide. (Le 
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distanze tra gli atomi non sono in rapporti scalari.) La natura de! 
legami a idrogeno delle basi è tale che la timina si appaia sempre con 
l'adenina e la citosina si appaia sempre con la guanina (6). La struttura 
che ne risulta è mostrata in due (e) e in tre dimensioni, cioè come 
doppia elica (</>. Per trasmettere il messaggio genetico contenuto nel 
DMA, la sequenza del filamento codificante (in colore) è trascrìtta in 
un filamento di rna messaggero (m-RNA), che sene a sintetizzare una 
varietà di proteine. La t che compare nel filamento di m-RNA indica 
l'uradle, cioè la base che, nel filamento di rna, fa le veci della timina. 
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riva dalla successione di particolari am- 
minoacidi nelle posizioni che partecipa- 
no alla formazione dei legami a idroge- 
no. Altre proteine che si Segano al dna 
con specificità di sequenza possono es- 
sere molto diverse nella struttura, ma i 
principi generali del riconoscimento del 
DNA sono probabilmente gli stessi. 

Quale ruolo svolge la variabilità della 
conformazione del DNA in intera- 
zioni di questo genere? Nelle sue varie 
forme, il DNA mostra ampie deviazioni 
locali di struttura che dipendono dai par- 
ticolari della sequenza nucleotidica. Pro- 
babilmente, le proteine che riconoscono 
un particolare assetto per formare lega- 
mi a idrogeno entro uno dei solchi della 
doppia elica tengono conto in qualche 
misura di queste particolarità locali di 
struttura nel disporre i loro siti reattivi. 
Data la plasticità strutturale del dna, è 
anche probabile che questa molecola si 
deformi in una certa misura per accoglie- 
re la proteina. La struttura finale è un 
compromesso che dipende dalla gran- 
dezza delle forze necessarie a deformare 
la doppia elica. 

Nel caso dei repressori lac e ero le 
risposte a queste domande devono at- 
tendere i risultati di studi di diffrazione 
dei raggi X effettuati sul complesso tra 
l'una o l'altra di queste proteine e il suo 
dna bersaglio. Tuttavia, studi relativi ad 



altre proteine hanno dimostrato che, in 
certi casi, la doppia elica può essere assai 
deformata. Un distorto complesso di 
questo genere si forma tra l'operone lac 
e un'altra proteina regolatrice chiamata 
CAP (dalla denominazione inglese cma- 
bolite activator protein). La CAP è una 
proteina che stimola la trascrizione di 
numerosi geni in risposta all'aumento di 
concentrazione di una piccola molecola 
effettore, l'adenosinmonofosfato ciclico 
o AMP ciclico. Quando I'amp ciclico si 
associa alla CAP. il complesso può legarsi 
al DNA. Nel caso dell'operone tac, il pun- 
to d'attacco sul dna è appena a monte 
(verso l'estremità 5 ') del sito d'inizio con 
cui interagisce funzionalmente la rna- 
-polimerasi. La forma di questo com- 
plesso in soluzione è stata studiata da 
Donald M. Crothers della Yale Univer- 
sity, Secondo lui, ii dna lac, che È retti- 
lineo quando è libero da proteine, subi- 
sce una deformazione quando gli si at- 
tacca la CAP e questo causa una sua ano- 
mala migrazione nell'elettroforesi su gel. 
(Per mezzo di questa tecnica le molecole 
che migrano attraverso una matrice po- 
rosa sotto l'influenza di un campo elet- 
trico vengono «setacciate» e separate in 
base a dimensioni e forma.) Crothers 
suggerisce che la deformazione possa 
servire a portare la cap a diretto contat- 
to con la vicina polimerasi, così da tra- 
smetterle il segnale di stimolo. 



La struttura del DNA è coinvolta nella 
regolazione della trascrizione anche 
in altro modo, ossia tramite il fenomeno 
della superspiralizzazione o superavvol- 
gimento. Occorre immaginare un proce- 
dimento di laboratorio in cui un fram- 
mento lineare di DNA, disteso su una 
superficie, venga piegato fino al punto in 
cui le sue opposte estremità sì tocchino, 
cosi da poter essere fisicamente congiun- 
te e unite con legame covalente, forman- 
do un anello. Si può anche immaginare 
che, prima di saldare insieme le estremi- 
tà del frammento, lo sperimentatore 
svolga i due filamenti del dna di alcuni 
giri della doppia elica cosicché, dopo la 
chiusura dell'anello mediante legami co- 
valenti, resta in azione una forza che 
tende a ripristinare il normale avvita- 
mento dei filamenti nucleotidici. A cau- 
sa di vincoli di natura topologica, tutta- 
via, ogni tentativo di rinnovare il norma- 
le avvitamento deve essere accompagna- 
to da una distorsione che impedirà alla 
struttura portante del dna di rimanere 
distesa su un piano. 11 DNA è ora super- 
avvolto, o superspiralizzato, cioè la stes- 
sa doppia elica in toto segue un percorso 
avvitato a elica. Le strutture formate 
svolgendo il frammento di doppia elica 
prima di saldarlo ad anello sono definite 
superavvolte, o superspiralizzate, in sen- 
so negativo. 
II DNA superspiralizzato non è pura- 




Le furine strutturali del dna comprendono tre tipi principali dì doppia 
elica; B, A e Z, In queste immagini, che Richard J. Fé [dina mi dei 
National Insti! utes of Health ha ottenuto al calcolatore, lo scheletro 
zucchero-fosfato del dna compare in bianco (gruppi fosfalo) e in 
grìgio-blu (ì residui di desossirihosio). All'interno delta struttura le 
pirìmidine timina e cifosina (in giallo) di un filamento di dna sono 
accoppiate rispettivamente con le purine adenina e guanìna (in rosso) 



dell'altro filamento. Il dna/) (a sinistra) è una doppia elica destrorsa 
con circa 10 coppie di basi per ogni giro. Anche il dna A (al centro) 
è destrorso, ma le sue basi sono spostate rispetto all'asse longitudinale 
della doppia elica e inclinate rispetto al piano perpendicolare all'asse 
stesso. Il iim Z, scoperto di recente, descrive una doppia elica sini- 
strorsa con una impalcatura a zig-zag (da ciò deriva la Z assegnata a 
tale struttura). Il »m Z ha 12 coppie di basi per giro d'elica. 



mente una curiosità di laboratorio, ma è 

la forma naturale della maggior parte del 
DNA nelle cellule viventi. Come A- 
brahatn Worcel, ora all'Università di 
Rochester, e David E. Pettijohn del Me- 
dicai Center dell'Università del Colora- 
do a Denver hanno dimostrato qualche 
anno fa, il dna del cromosoma batterico 
è organizzato in «anse» tenute assieme, 
alla loro base, da qualche combinazione 
di proteine e di RNA, in grado di isolare 
topologicamente ogni ansa da quelle vi- 
cine, in modo da renderla simile a un 
anello che si può superspiralìzzare auto- 
nomamente. È evidente che il superav- 
volgimento deve essere estremamente 
importante per queste cellule, poiché es- 
se consumano una quantità considere- 
vole di energia per generare superspira- 
lizzazioni in senso negativo e per man- 
tenere a un livello costante la quota di 
superavvolgimento. 

L'enzima che è primariamente re- 
sponsabile di questa funzione nei batteri 
è la DNA-girasi, che è stata scoperta nel 
1976 da Martin F. Gellert e collabora- 
tori del National Institute of Arthritis, 
Diabetes, and Digestive Diseases. La gi- 
rasi È un enzima in grado di convertire 
una molecola chiusa e distesa di dna 
circolare (o una sua ansa isolata topolo- 
gicamente) in una forma superspiraliz- 
zata in senso negativo. Essa ricava l'e- 
nergia necessaria per questa reazione 
idrolizzando la molecola dell'adenosin- 
trifosfato (ATP), la principale fonte di 
energia per le reazioni biologiche. 

Gellert e collaboratori hanno ricerca- 
to in quale maniera il livello di superspi- 
ralizzazione del dna è modulato in E. 
coli dalla girasi e da altri enzimi. La sco- 
perta più importante e stata che la stessa 
velocità di trascrizione del gene per la 
girasi è controllata dal grado di superspi- 
ralizzazione, in modo tale che la produ- 
zione dì girasi diminuisce a mano a mano 
che aumenta il numero delle superspira- 
lizzazioni in senso negativo che sono sta- 
te indotte. Ulteriori studi hanno rilevato 
che la trascrizione dei geni per molte 
proteine batteriche è influenzata dalla 
condizione di superavvolgimento del 
dna. (In verità alcune proteine sono sin- 
tetizzate a una maggiore anziché a una 
minore velocità quando la superspiraliz- 
zazione cresce.) 

In quale modo la superspiralizzazione 
del DNA può essere interessata nella 
regolazione della trascrizione? Da molti 
studi sull'azione della RNA-polimerasi è 
noto che l'inizio della trascrizione ha 
luogo in due fasi. Prima di tutto, la po- 
limerasi si attacca al promotore; poi la 
doppia elica del dna va incontro a una 
denaturazione locale, che separa ì due 
filamenti e permette alla trascrizione di 
procedere. La denaturazione srotola il 
dna e quindi fa diminuire la tensione di 
superavvolgimento. Da un punto di vista 
energetico, dunque, l'aumento della su- 
perspiralizzazione in senso negativo do- 
vrebbe favorire la denaturazione e così 
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Uno schema dui libimi' the si forma tra il repressore crii del balteriofago lambda e il suo DNA 
bersaglio è stalo proposto da Brian W. Matlhews e collaboratori. In questa rappresentazione 
l'osservatore guarda il solco maggiore del dna dalla metà inferiore della proteina ero. La 
prospettiva è indicata dal profilo (a destra) dell'immagine di pagina 29, Sono riportate nove 
coppie di basi del una, cominciando dall'alto con GC. I simboli (a sinistra) indicano la natura 
dei legami. Sono anche indicati certi residui ani ni in uà ti dici sul repressore, ritenuti capaci di 
stabilire un contatto specifico con una vicina base del dna. Per esempio, Arg 38 sta per 
l'argìnina che è il Irentotlesimo residuo a partire dal gruppo amminico a una estremila della 
catena potipeptidica del repressore, la cui porzione superiore a elica si lega in maniera analoga. 



rendere più facile l'inizio della trascri- 
zione. Questo semplice modello non 
spiega la regolazione della sintesi della 
girasi, ma sembra spiegare, invece, gli 
effetti che la superspiralizzazione del 
dna ha sull'espressione di certi altri geni 
nei batteri. 

La superspiralizzazione fornisce alla 
cellula un potente meccanismo per la 
regolazione della trascrizione poiché la 
corrispondente tensione generata in un 
anello o in un'ansa di dna può essere 
alterata da un cambiamento di una qual- 
siasi zona all'interno di tale struttura. La 
superspiralizzazione del DNA in senso 
negativo non solo aiuta lo srotolamento 
della doppia elica, ma anche stabilizza la 
formazione di dna Z e delle strutture a 
croce, che sono già state descritte. Que- 
ste e altre deformazioni possono risolve- 
re un problema cruciale in biologia: co- 
me possono elementi regolatori, neces- 
sariamente sparsi a distanze considere- 



voli sul DNA lineare, comunicare con il 
relativo gene? 

In nessun caso questo interrogativo è 
più incalzante che nel dna degli organi- 
smi superiori. Una tipica cellula vegetale 
o animale contiene forse 1000 volte più 
DNA di Escherichia coli, e l'espressione 
di questo dna deve essere soggetta a 
controlli molto più elaborati di quelli ne- 
cessari in un microrganismo. Uno degli 
scopi principali di questi controlli è quel- 
lo di garantire che, in ciascuna delle cel- 
lule specializzate che costituiscono i tes- 
suti differenziati degli organismi supe- 
riori, siano attivati solo i geni importanti 
per la funzione di quel tipo di cellula. In 
prima approssimazione, le modalità se- 
guite dalle cellule eucariotì (nucleate) 
per controllare la funzionalità dei geni 
sono simili a quelle dei microrganismi. 

Il gene per la timid inchina si iik) del 
virus éeXYHerpes simplex costituisce un 
esempio particolarmente calzante dei 
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meccanismi di regolazione negli elicano- 
ti. Per identificare gli elementi di con- 
trollo, il gene è stato isolato e «clonato» 
(riprodotto) in un plasmide vettore. (I 
plasmali sono piccole molecole di DNA 
ad anello. Essi si moltiplicano nei batteri 



in maniera autonoma e si possono cosi 
ottenere in grande quantità come mate- 
riale omogeneo, adatto alle ricerche spe- 
rimentali.) L'espressione del gene può 
essere quindi studiata introducendo il 
plasmide in una cellula appropriata. 






La superspiralizzazione (o superawolgimento) del dna cambia la Torma e la stabilità delia 
doppia elica. Quando una molecola di dna lineare si chiude ad anello mediante un legame 
chimico che ne unisce le due estremità (a), essa si può adagiare su un piano poiché il dna è 
privo di tensione. Se alcuni giri della doppia elica vengono svolti prima che le due estremità 
siano congiunte (fi), il dna tende a riassumere il suo avvitamento normale cosicché l'impalca- 
tura della sua molecola non può più rimanere distesa su un piano. Il dna diventa una superelica 
toroidale sinistrorsa. Una forma topologicamente equivalente (e) È una superspirale destrorsa 
che Torse è più vicina alla forma die il dna superspiralizzato assume nella cellula. 



In esperimenti eseguiti da Steven Mc- 
Knight del Department of Embryology 
della Carnegie Institution di Washington 
e da Richard Axel della Columbia Uni- 
versity, i plasmidi contenenti il gene tk 
sono iniettati negli oociti, o cellule uovo 
immature, dì un anfibio anuro, Xenopus 
laevis. Nell'oocito il gene è direttamente 
trascritto dal plasmide ed è possibile mi- 
surare la quantità di RNA messaggero 
prodotto. 

Un secondo tipo di esperimenti si basa 
su una valida tecnica, sviluppata in pre- 
cedenza da Axel e collaboratori. A una 
coltura di cellule mutanti di topo prive 
del tk viene fatto assorbire DNA virale 
che è integrato nel dna delle cellule e 
può essere espresso. Se le cellule sono 
poi trasferite in uno speciale terreno di 
coltura, in cui la timidinchinasi è neces- 
saria per la crescita, il livello dell'espres- 
sione genica di questo enzima sarà rive- 
lato dal numero di colonie cellulari che 
si sviluppano. 

Per analizzare la regione che controlla 
il gene per la timidinchinasi, in direzione 
5' rispetto alla sequenza che codifica per 
quel gene, è stato necessario integrare 
questi esperimenti con altri basati sulla 
tecnica del DNA ricombinante. Comin- 
ciando dall'una o dall'altra estremità 
della regione regolatrice, porzioni della 
sequenza presente in natura sono state 
sistematicamente sostituite con segmen- 
ti di dna estraneo, equivalenti in lun- 
ghezza. Quando è stato esaminato il tipo 
di espressione di questi geni mutanti ar- 
tificiali, sono state trovate parecchie zo- 
ne di dna con funzioni ben distìnte. 

La prima zona, circa 25 nucleotidi a 
monte dell'inizio della trascrizione, sem- 
bra avere un effetto sul sito dove comin- 
cia la sintesi di rn a. Quando questo seg- 
mento di dna contenente la sequenza 
TATTAA è alterato, i livelli della tra- 
scrizione si abbassano e compaiono nuo- 
ve specie di rna messaggero i cui siti di 
inizio sono spostati rispetto al normale. 
(David S. Hogness e Michael Goldberg 
della Stanford University hanno nota- 
to per primi il prevalere della sequenza 
TA TA e di altre strettamente affini nella 
regione del promotore dei geni delle cel- 
lule eucarioti. Gli effetti di questo tipo 
di sequenze sul sito d'inizio della trascri- 
zione sono stati osservati per molti geni, 
in molti laboratori.) 

Se ci si spinge oltre, sempre cambian- 
do artificialmente la sequenza in direzio- 
ne 5', si incontra un altro genere di re- 
gione di controllo, la quale influenza la 
quantità totale di trascrizione, ma non il 
sito d'inizio. Quando la sequenza di que- 
sta zona viene modificata, la produzione 
di rna messaggero diminuisce di circa 
IO volte. Un'altra sequenza quasi omo- 
loga e con proprietà analoghe è stata 
individuata ancora più a monte (in dire- 
zione 5'). Delle due zone regolatrici, 
quella più vicina al luogo nel quale la 
trascrizione comincia sembra cruciale 
per il controllo positivo della trascrizio- 
ne stessa. 
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+ 


ctatgatgac 


C6GATCC66G 
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CTATGATGAC 


ACAAACC8BA 


TCCSGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCCGSA 


TCCBSTTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGtCtTCCGG 


ATCC6GGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


CCGGATCCGG 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CWGHSIt 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GCCGGATCCG 


GCGCAGATGC 

G 

CCGGATCCGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


ACCGGATCCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACSCAGATCG 


AGTCWGCAT 


CCGSGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


CCGCCGGATC 


CGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCSTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCW 


GGATCCGGTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CCCGGATCC „ GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTGCAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAC 


GHAItCGGGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


- 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGCGG8AT 


CtGGCCTCGA 


ACACCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


CTGCCGGATC 


CGGCCGAGCG 


ACCCTGCAGC 


+ 


CTATGATGAC 


ACAAACCCCG 


CCCAGCGTCT 


TGTCATTGGC 


GAATTCGAAC 


ACGCAGATGC 


AGTCGGGGCG 


GCGCGGTCCG 


AGGTCCACTT 


CGCATATTAA 


GGTGACGCGT 


GTGGCCTCGA 


ACACCGCCGG 


ATCCeSCAGC 
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Gli esperimenti di modificazione dei geni, fatti da Steven McKnight 
del Department of Embryology della Carnegie Institution di Washing- 
ton, riguardavano il gene per la timi din l'hin usi (tk) presente nel virus 
responsabile dell'Herpes simplex. Lo scopo era di vedere quali effelti 
sull'espressione del gene potevano avere alterazioni indotte nella re- 
gione del promotore. La completa sequenza delle basi del dna nel 
promotore è riportate nella prima riga in alto. Ogni riga sottostante 
mostra (/n colore) la posizione dei cambiamenti introdotti nella se- 
quenza nucleotidica per mezzo di manipolazioni genetiche. Un segno 
+ alla fine di una riga indica che l'alterazione ha un effetto nullo o 



TBP 

trascurabile sull'espressione del gene; un segno - significa, invece, 
che l'alterazione riduce il livello di espressione di tk. Le Ire regioni 
dimuslratesi importanti per l'espressione di tk sono indicate sotto lo 
schema dalle Ire sbarrette in grìgio. Un recente studio, eseguito da 
McKnight in collaborazione con Robert Tjiart e Katherine Jones del- 
l'Università della California a Berkeley, ha consentito di identificare 
i siti di legame di tre proteine regolatrici; spi, cbf e ivr (in basso). 
CBp e tbi> riconoscono rispettivamente le comuni sequenze regolatrici 
(.1.1/ (o CATT) e TATA - nomi generici per un gruppo di sequenze 
analoghe - del dna. cap sta per catabolite actlvator protein. 



\J\ cntre il modo generale di affrontare 
"*■ la regolazione della trascrizione 
del gene tk nel virus dell'Herpes non è 
molto diverso da quello trovato nei mi- 
crorganismi, negli eucarioti è stata svi- 
luppata una varietà di nuovi meccanismi 
di controllo. Uno di essi coinvolge ele- 
menti stimolatori, i «potenziatori» (en- 
hancer), identificati per la prima volta 
nel DNA di alcuni virus animali, come 
l'sv40, parassita delle scimmie. 

L'sv40 è assai piccolo e il suo DNA ad 
anello è lungo quanto basta per codifi- 
care solo per poche proteine. La trascri- 
zione comincia da ciascun membro di 
una coppia di promotori, vicini uno al- 
l'altro, sull'anello di dna, e procede in 
direzioni opposte. Il promotore iniziale 
o precoce, che funziona all'inizio del 
processo infettivo, contiene alcuni degli 
stessi elementi regolatori trovati nel ge- 
neri del virus dell'Herpes simplex. Pos- 
siede, inoltre, due copie di una sequenza 
di 72 nucleotidi disposte una dopo l'altra 
in tandem. 

Usando il tipo di analisi per delezione 
(ossia cancellazione) di sequenze che ho 
descritto per il gene tk, Pierre Chambon 
dell'Université de Strasbourg e George 
Khoury del National Cancer Institute 



hanno potuto dimostrare assieme ai loro 
collaboratori che l'assenza di entrambe 
le copie della sequenza in tandem riduce 
di oltre un centinaio di volte la trascri- 
zione del promotore precoce (che agisce 
all'inizio dell'infezione). Ciò che distin- 
gue questo elemento «potenziatore» da- 
gli altri tipi di elementi regolatori già 
presi in considerazione è che il suo ef- 
fetto stimolatore non dipende da una 
precisa posizione rispetto al sito d'inizio 
della trascrizione. Walter Schaifner e 
collaboratori dell'Università di Zurigo 
hanno provato a inserire le due sequenze 
ripetute in tandem a distanze variabili da 
un gene campione. Essi hanno trovato 
che i due elementi esercitano la loro 
azione di controllo anche a distanze dal 
gene superiori a 3000 nucleotidi. (Nelle 
cellule viventi le sequenze potenziatrici 
si trovano molto più vicino ai geni che 
controllano di quanto appena riportato.) 
Come ha dimostrato il lavoro svolto nei 
laboratori di Chambon e di Paul Berg, 
tali sequenze esplicano il loro effetto an- 
che se sono inserite con una orientazione 
opposta. 

Questa proprietà, cioè l'attività indi- 
pendente dalla distanza e dall'orienta- 
zione della sequenza, è la caratteristica 



distintiva dei potenziatori, che sono poi 
stati trovati in molti genomi virali. I po- 
tenziatori sono presenti anche nei cro- 
mosomi degli eucarioti. Nel 1980 Max 
Birnstiel e Rudolf Grosschedl dell'Uni- 
versità di Zurigo hanno identificato una 
sequenza potenziatrice in corrisponden- 
za dei geni che, nelle cellule di riccio di 
mare, specificano proteine chiamate i- 
stoni. Più di recente si è trovato che tali 
sequenze accompagnano anche i geni 
per le immunoglobuline (anticorpi) e 
una serie di altri geni di cellule eucarioti. 
Non è chiaro come funzionano gli ele- 
menti potenziatoli, ma è probabile che 
la loro azione dipenda dal fatto che si 
legano con una proteina. Tale legame è 
stato dimostrato per la prima volta a pro- 
posito dei geni per le immunoglobuline 
e, di recente, nel laboratorio di Cham- 
bon, per la sequenza di 72 nucleotidi, 
ripetuta, presente nel dna dell'sv40. 
D ato eh e si tratt a di un 'azio ne a distanza , 
è stato suggerito che il segnale di stimolo 
sia trasmesso mediante una qualche mo- 
dulazione del supera wolgì mento del 
dna. Un'altra ipotesi è che il potenzia- 
tore agisca come punto di ingresso della 
RNA-polimerasi nel dna. L'enzima poi si 
sposta lungo il dna fino a raggiungere il 
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Sembra che la metìlazione dei geni, la quale implica l'addizione di un gruppo metilico 1 1 Ho 
al quinto atomo dell'anello della citosina, sia un meccanismo per limitare l'espressione dei 
geni. Negli animali i siti di mediazione sono le basi citosina seguite sullo stesso filamento 
nucleo ridico dalle basi guanina. Quando la cellula si divide lo schema di meti Iasione del genoma 
è tramandato da una generazione cellulare alla successiva. Qui sono indicate le tappe della 
mediazione nei processi duplicativi del dna e della cellula. I due filamenti di dna in alto hanno 
un sito CG completamente metilato (Me). Quando nuovo dna viene sintetizzalo durante la 
divisione della cellula, i due filamenti nucleotidici si separano e nuovi filamenti complementari 
(in colore) vengono prodotti. Questo processo di duplicazione porta all'incorporazione nel 
dna solo di citosina non metilala, cosicché le nuove molecole a doppia elica nel sito che era 
totalmente metilato appaiono «emimetilale». Nello stadio finale un enzima metìlante agisce 
sul dna: le basi C vengono metilate soltanto se sono contrapposte a una citosina già metilala. 
Maggiori livelli di metìlazione del dna sono correlati con una ridotta espressione dei geni. 




L'impacchett amento (o impalamento) del dna nelle cellule eucarioti fa si che grandi quantità 
di dna siano racchiuse nel nucleo cellulare in maniera ordinala e inoltre che elementi della 
sequenza ampiamente separati tra loro nella molecola del dna possano venire a stretto contatto 
con gli altri per un'interazione con componenti a funzione regolatrice. La forma compatta del 
genoma è chiamata cromatina, e la sua unità fondamentale è il nucleosoma. File di nudeosomi 
si avvolgono su se stesse formando fibre con uno spessore di 30 nanometri. Il modello illustrato 
per gli eritrociti di pollo è imperniato sul cromatosoma, la parte centrale del nucleosoma. Nel 
cromatosoma, due giri della doppia elica del dna Un grigio), ognuno lungo all'inarca 83 coppie 
di basi, sono avvolti in una superelica attorno a un complesso di otto molecole di proteine, 
chiamate istoni (non rappresentate). Nella fibra i cromatosomi, uniti da dna di connessione 
(in bianco), sono avviluppati in un sistema solenoidale (linea in colore) con una media di sei 
cromatosomi per giro di solenoide. L'orientazione dei cromatosomi è desunta da studi ottici 
su fibre allineale elettricamente. Il percorso dei dna di connessione è in questo caso ipotetico. 



promotore. In ogni caso, l'aspetto più 
interessante delle ultime ricerche è la 
dimostrazione che le sequenze potenzia- 
toci sono specifiche per il tipo di cellula. 
Quindi sembra verosimile che la parti- 
colare molecola proteica necessaria per 
attivare un dato potenziatore si debba 
trovare solo in quelle cellule che richie- 
dono l'espressione dei geni controllati da 
quel potenziatore. 

Un'altra strategia per la regolazione, 
a cui ricorrono alcuni eucarioti, im- 
plica una modificazione chimica del dna 
per addizione di un gruppo metilico 
(CHj) all'atomo di carbonio in posizio- 
ne 5 della citosina. Bersagli delia metì- 
lazione nel DNA animale sono esclusiva- 
mente quelle citosine che sono immedia- 
tamente seguite da guanina. Non tutti i 
siti CG sono però metilati, e il loro sche- 
ma di metìlazione viene ereditato più o 
meno stabilmente in qualunque tipo di 
cellula. Ricerche condotte in un certo 
numero di laboratori hanno messo in 
evidenza il seguente quadro. Molti dei 
geni che non sono espressi in una data 
cellula tendono ad avere meli lata una 
grande parte dei loro siti CG. Diversa- 
mente, una cellula in cui questi stessi 
geni sono espressi presenta una marcata 
riduzione nel loro livello di mediazione, 
spesso concentrata nella regione del pro- 
motore. Non è ancora chiaro il mecca- 
nismo che altera la metìlazione del dna 
in questa maniera così altamente speci- 
fica, ma sembra probabile che il cambia- 
mento contribuisca in qualche modo a 
modulare i livelli di trascrizione. 

La conferma di un tale ruolo proviene 
da esperimenti nei quali i promotori di 
certi geni possono essere disattivati me- 
diante una metìlazione artificiale di par- 
ticolari siti. Aharon Razin e Howard Ce- 
dar dell'Università ebraica di Gerusa- 
lemme hanno dimostrato con i loro col- 
laboratori questo effetto, introducendo 
dna contenente un gene di criceto in 
cellule di topo. Il dna viene incorporato 
nelle cellule eterospecifiche e in normali 
circostanze il gene viene espresso. Tut- 
tavia, se il DNA estraneo è preventiva- 
mente metilato, il gene non viene espres- 
so anche se è regolarmente integrato nel 
genoma dell'ospite. Le successive gene- 
razioni di cellule ereditano tutte il gene 
metilato inattivo. Altri esperimenti, ese- 
guili da Walter Doerfler e collaboratori 
dell'Università di Colonia, hanno dimo- 
strato lo stesso effetto introducendo un 
gene di diversa origine negli oociti di 
Xeno pus. Recentemente il gruppo di 
Doerfier ha dimostrato che basta med- 
iare alcuni siti CG specifici per abolire 
l'attività del gene. 

Le conoscenze sul modo in cui si attua 
la metìlazione del DNA sono scarse. Pro- 
babilmente, come gli altri segnali di re- 
golazione ai quali ho fatto cenno, essa 
esplica il suo effetto modificando le in- 
terazioni del DNA con le proteine che a 
esso si legano. Ho descritto il genoma 
degli eucarioti come se fosse costituito 
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La struttura della cromatina è illustrata nelle vicinanze del promotore 
di un gene in attività: il gene per la bela-giobina di tipo adulto negli 
eritrociti del pollo. La sequenza comincia in basso a destra appena a 
monte (verso l'estremità 5) dell'inizio della trascrizione nella posi- 
zione + 1. Nelle cellule in cui il gene per la globiua e inattivo, l'intera 
regione è coperta di nudeosomi, mentre negli eritrociti che esprìmono 
il gene manca un nucleosoma. Esperimenti condotti da Beverly M. 
Emerson nel laboratorio dell'autore dimostrano che fattori proteid 
presenti nel nucleo cellulare possono esdudere quel nucleosoma dal 
sito legandovi stabilmente al dna. Viene qui preso in esame un espe- 
rimento per localizzare il sito di legame. Quando un filamento di dna, 
marcato radioattivamente a un'estremità, è leggermente digerito con 
una nudeasi, cioè un enzima che sdnde il dna, le sequenze nucleoli- 



diche che sunti assodate al fattore proteico risultano protette dall'at- 
tacco enzimatico. L' autoradiogramma (in alto) mostra la migrazione 
di frammenti di dna in un gel: i vari segmenti si spostano da destra 
verso sinistra e quelli piò piccoli si muovono più in fretta. La strìsda 
superiore de 11' auto radiogramma riporta l'andamento della migrazione 
del dna nudo (noè non rivestito da alcuna proteina). Cominciando 
dalla striscia in basso, crescenti quantità di fattore proteico vengono 
aggiunte al dna. Sono evidenti due regioni di protezione (in colore). 
La regione a sinistra contiene una lunga fila di coppie di basì GC, in 
grado di assumere una struttura secondaria insolita. La regione a 
destra contiene una sequenza ripetuta quasi perfettamente in senso 
inverso. L'area in grìgio corrisponde approssimativamente alla posi- 
zione del primo nudeosoma, dopo la zona priva di nudeosomi. 



da DNA «nudo», pronto a subire transi- 
zioni conformazìonalì o a interagire con 
proteìne regolatrici che possono trovare 
la strada per entrare nel nucleo. La si- 
tuazione reale è complicata in maniera 
considerevole dalla presenza di un mec- 
canismo di impacchettamento vero e 
proprio del DNA, che esiste solo negli 
eucarioti. Le grandi quantità di dna nel 
nucleo cellulare sono intimamente asso- 
ciate quasi ovunque con proteine chia- 
mate istonì. Gli istoni ripiegano il DNA 
in una forma compatta ordinata, indica- 
ta con il nome di cromatina. 

La subunità fondamentale della strut- 
tura cromatinica è il nucleosoma. Ogni 
nucleosoma contiene una parte centrale, 
il cromatosoma, in cui due giri della dop- 
pia elica di DNA (ciascun giro è lungo 
circa 83 coppie di basi) sono avvolti in 
una superelica attorno a un complesso di 
otto molecole (ottamero) di istoni. I cro- 
matosomi adiacenti sono uniti tra loro 
da un segmento di dna di connessione, 
relativamente privo di vincoli strutturali. 

I nudeosomi e i cromatosomi possono 
essere isolati dai nuclei cellulari median- 
te digestione parziale con nucleasi. enzi- 
mi che scindono preferenzialmente il 
DNA di connessione e, in tal modo, rom- 
pono i legami tra le subunità. Un pro- 
dotto abbastanza stabile della digestione 
enzimatica è la particella centrale del nu- 
cleosoma, che consiste nell'ottamero di 
istoni più un giro e tre quarti di dna. 
Questa particella e lo stesso cromatoso- 
ma sfruttano in pieno la flessibilità del 
dn a. 1 1 prò blem a d i re n de re pi ù compat- 
to quest'ultimo è risolto ripiegandolo in 
una superelica con una curvatura pres- 



soché al limite di quanto è possìbile sen- 
za disorganizzare in maniera grave la sua 
doppia elica. Nello stesso tempo il dna 
viene mantenuto alla superficie del com- 
plesso in una posizione relativamente 
accessibile. 

Il nucleosoma rappresenta solamente 
il livello più basso di organizzazione 
strutturale della cromatina. Al successi- 
vo livello, file di nucleosomi si avvolgono 
apparentemente in formazioni simili a 
un solenoide e costituiscono filamenti di 
spessore pari a circa 30 nanometri (mi- 
liardesimi di metro), come era stato ori- 
ginariamente suggerito da Aaron Klug e 
John T. Finch del Laboratory of Mole- 
cular Biology del Medicai Research 
Council a Cambridge, in Inghilterra. 
Studi fisicochimici. compiuti nel mio e in 
altri laboratori, hanno fornito informa- 
zioni particolareggi ate su I l 'impacchetta - 
mento (o impaccamento) dei cromato- 
somi nella fibra cromatinica {sì veda Vii- 
lustrazione in basso nella pagina a fron- 
te). Ogni giro di solenoide comprende 
circa 1 200 coppie di basi di dna e uno 
degli effetti di questa compattazione or- 
dinata è quello dì permettere a elementi 
con sequenze specifiche, separati tra lo- 
ro da notevoli distanze lungo il DNA, di 
venire a contatto l'uno con l'altro nella 
cromatina. 

Come è possibile conciliare queste 
strutture presenti nella cromatina con i 
meccanismi di regolazione che ho de- 
scritto? Sembra che questi meccanismi 
richiedano un DNA privo di impedimen- 
ti, che possa cosi reagire con le proteine 
che ne controllano la trascrizione. Re- 
centi esperimenti indicano che, in corri- 



spondenza dei siti promotori dei geni che 
devono essere trascritti, i nucleosomi si 
disgregano, dando così via libera alle 
proteine di regolazione. 

Questi «domini» del dna privi di nu- 
cleosomi si rendono di per se stessi 
evidenti per la loro insolita sensibilità 
alla digestione da parte delle nucleasi. 
Questo fenomeno è stato osservato per 
la prima volta negli eucarioti da Sarah C. 
R. Elgin e Cari Wu, quando erano alla 
Harvard University. È stato poi ampia- 
mente studiato da Harold Weintraub del 
Fred Hutchinson Cancer Research Insti- 
tute a Seattle, mentre Alexander Var- 
shavsky del MIT aveva descritto un feno- 
meno analogo nel virus sv40. Nel 1981 
James D, McGhee, William Wood e io 
stesso abbiamo tracciato la mappa di un 
dominio ipersensibile alla digestione nu- 
cleasica. lungo circa 200 nucleotidi e fa- 
cente parte del gene per la beta-globina 
attivo in nuclei di eritrociti di pollo. Que- 
ste cellule esprimono il gene; in altre 
cellule di pollo che non esprimono que- 
sto gene non si è osservata una simile 
ipersensibilità all'azione delle nucleasi. 
È chiaro che, per le sue stesse dimen- 
sioni, il dominio ipersensibile alle nu- 
cleasi nel gene per la beta-globina non 
può contenere un normale nucleosoma. 
Secondo quanto ha dimostrato nel mio 
laboratorio Beverly M. Emerson, altre 
proteine si legano a questa zona di dna 
e, in provetta, impediscono che gli istoni 
vi si attacchino. Noi abbiamo parzial- 
mente purificato queste proteine e ab- 
biamo studiato la loro interazione con ti 
dna. Sembra che ve ne siano due o più, 
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ben distinte: esse sì legano saldamente e 
in maniera estremamente specifica a ben 
definite sequenze nella regione del gene 
ipersensibile alle nucleasi. 

I siti di legame con le proteine possono 
essere identificati sul DNA mediante 
esperimenti, nel corso dei quali i com- 
plessi DNA-proteina sono trattati con nu- 
cleasi. Quando sono presenti le proteine 
che si legano al DNA, lo proteggono 
e prevengono la digestione enzimatica 
delle sequenze alle quali sono attaccate. 
Di recente P. David Jackson, anch'egli 
del mio laboratorio, ha messo a punto un 
metodo per determinare direttamente 
nei nuclei cellulari l'*impronta» delle 
proteine legate al DNA (gli esperimenti 
di questo tipo sono definiti in inglese 
appunta footprinting experìment). L'esa- 
me di nuclei dì eritrociti di pollo rivela, 
in vicinanza del gene per la beta-globina, 
un tipo di protezione del dna assai si- 
mile a quello trovato negli esperimenti 
in vitro, dimostrando cosi che i nostri 
fattori specifici, parzialmente purificati, 
si legano ai medesimi siti del dna ai quali 
si legano nel nucleo. Vi sono buone ra- 
gioni per credere che queste proteine 
protettive contribuiscano a regolare l'e- 
spressione del gene per la globina. 

La struttura del DNA nelle vicinanze 
del gene attivato per la globina serve a 
illustrare la complessità delle deforma- 
zioni e delle interazioni che caratterizza- 
no il funzionamento del dna. Il dominio 
ipersensìbile alle nucleasi comprende 
segmenti di DNA che possono assumere 
parzialmente conformazioni a elica sin- 
gola (cioè a filamenti separati). Esso 
contiene, inoltre, una sequenza ripetuta 
in senso inverso e numerosi siti di med- 
iazione. Oltre alle sequenze che legano 
proteine all'interno del dominio ipersen- 
sibile alla nucleasi, anche le sequenze 
CAA T e TATA, che sono più vicine al 
sito d'inizio della trascrizione, probabil- 
mente interagiscono con le loro proteine 
specifiche per il sito dove esse si trovano. 
I nostri esperimenti di rilevamento delle 
impronte lasciate dai complessi in tranu- 
cleari DNA-proteine suggeriscono che i 
nucleosomi si trovino al di fuori del do- 
minio ipersensibile alle nucleasi in en- 
trambe le direzioni, esercitando così a 
distanza la loro caratteristica azione di 
distorsione della doppia elica. 

Sebbene io abbia posto l'accento solo 
sui meccanismi dell'espressione genica, 
occorre ricordare che il dna è impegna- 
to in altre complicate reazioni associate 
con la sua duplicazione e con il riassetto 
di segmenti delle sue molecole nell'am- 
bito dell'intero genoma. In tutti questi 
processi la reattività e la mobilità con- 
formazionale del DNA hanno un ruolo 
importante. Nel prossimo decennio la 
chimica strutturistica e la chimica fisica, 
assieme alle tecniche molto efficaci at- 
tualmente disponibili per isolare e ma- 
nipolare le sequenze del DNA, saranno 
con tutta probabilità in grado di fornire 
informazioni particolareggiate sui mec- 
canismi di queste reazioni biochimiche. 
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Questo acido nucleico, che forse costituiva ì primi geni, traduce oggi in 
proteina V informazione contenuta nel DNA, ma di solito, prima di poter 
svolgere questa funzione, deve subire un processo di «maturazione» 



di James E. Darnell, Jr. 



In tutte le cellule viventi rinformazto- 
ne genetica contenuta nel dna di- 
rige la produzione di proteine, e in 
tutte le cellule il trasferimento dell'infor- 
mazione viene effettuato per mezza del- 
l'acido ribonucleico, o rna. L'informa- 
zione contenuta nel DNA viene trascritta 
in rna messaggero e trasferita da questo 
alle strutture chiamate ribosomi. Qui 
I'rna messaggero viene tradotto in pro- 
teine specifiche per mezzo dell'interven- 
to dell' rna di trasporto, che aggancia gli 
amminoacidi e li unisce alla catena po- 
lipeptìdica nascente. I ribosomi stessi 
contengono un terzo tipo di rna che ne 
costituisce una componente strutturale. 
In ciascuno di questi tre ruoli I'rna è 
certamente altrettanto importante de! 
DNA e delle proteine: per il regolare fun- 
zionamento della cellula esso costituisce 
il tramite tra l'uno e le altre. Se non 
esistesse I'rna, l'informazione genetica 
rimarrebbe inerte e non disporrebbe di 
alcun mezzo di espressione. 

L'espressione di geni diversi, e la con- 
seguente sintesi di proteine diverse, e ciò 
che contraddistingue, per esempio, la 
cellula di un muscolo da una cellula del 
cervello: in via generale tutte le cellule 
di un individuo o di un organismo con- 
tengono lo stesso dna, ma in ciascuna 
cellula non tutti i geni sono attivi. Negli 
anni sessanta, il problema del controllo 
dell'espressione genica indusse alcuni ri- 
cercatori a concentrare il proprio inte- 
resse sul meccanismo di formazione del- 
l' rna, in particolare dell' rna messagge- 
ro (m-RNA). A quel tempo si ipotizzava 
perloppiù che ogni molecola di rna ve- 
nisse semplicemente ricopiata da un'u- 
nica regione di dna, e che l'espressione 
dei differenti geni venisse controllata per 
mezzo di un semplice meccanismo bina- 
rio, cioè determinando quali di essi do- 
vessero essere trascritti e quali no. 

Per quanto riguarda i batteri , che sono 
cellule semplici sprovviste di un nucleo, 
queste previsioni si sono dimostrate pre- 
valentemente corrette. Invece, in tutte le 
cellule e u cu rio ti (dotate di un nucleo), la 
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produzione dell'RNA si è dimostrata 
molto più complessa di un semplice mec- 
canismo di trascrizione. L'rna prodotto 
di trascrizione primario («trascritto pri- 
mario»), viene estesamente rielaborato 
nel nucleo prima di migrare nel citopla- 
sma attraverso i pori della membrana 
nucleare. Questa ri elaborazione, detta 
«maturazione», può essere molto com- 
plessa. La scoperta forse più sorpren- 
dente in biologia molecolare dopo quella 
della doppia elica del DNA è stato il ri- 
conoscimento della struttura disconti- 
nua di molti geni eucarioti. Per questo 
motivo, per dare origine all' rna messag- 
gero, I'rna trascritto primario deve ve- 
nire tagliato e successivamente i suoi 
frammenti sono saldati (questa succes- 
sione di reazioni viene chiamata, con ter- 
mine inglese, splicing). L'rna messag- 
gero, quindi, non è una trascrizione com- 
pletamente fedele del DNA, ma piutto- 
sto, come un articolo di giornale o il 
copione di un film, è una versione molto 
rimaneggiata, da cui molto materiate su- 
perfluo è stato eliminato. 

La scoperta della maturazione del- 
l'RNA ha suggerito la possibilità che la 
regolazione dell'espressione genica non 
avvenisse necessariamente al livello del- 
la trascrizione. Per esempio, un singolo 
trascritto primario potrebbe venire ta- 
gliato e di nuovo saldato in modi diversi, 
formando RNA messaggeri che codifica- 
no per proteine diverse. In effetti è stato 
scoperto un certo numero di geni cellu- 
lari che vengono regolati attraverso que- 
sto meccanismo di maturazione diffe- 



renziale dell'RNA. Essi sono però una 
piccola minoranza: per la maggior parte 
dei geni studiati sperimentalmente, si è 
verificato che il controllo dell'espressio- 
ne genica avviene in modo convenziona- 
le, cioè per mezzo della scelta tra trascri- 
zione e non trascrizione. La maturazione 
dell'RNA aggiunge una nuova dimensio- 
ne al quadro del funzionamento cellula- 
re, ma non è la principale spiegazione del 
meccanismo con cui le cellule di un sin- 
golo organismo si differenziano. 

La maturazione dell'RNA potrebbe of- 
frire, da un altro lato, qualche indizio 
sull'evoluzione delle cellule primordiali. 
È molto probabile che I'rna sia stato il 
primo biopolimero; corte catene di rna, 
ma non DNA o proteine, si formano 
spontaneamente in un ambiente quale 
era, forse, quello della Terra primitiva. 
Oggi, inoltre, sappiamo che la scissione 
dell'RNA e la successiva saldatura dei 
suoi frammenti in siti specifici può avve- 
nire in alcuni casi anche in assenza delle 
proteine (enzimi) che catalizzano queste 
reazioni nelle cellule attuali. Questo fa 
pensare che lo splicing dell'RNA non sia 
una funzione evolutasi recentemente: 
esso può avere soddisfatto l'esigenza di 
riunire frammenti utili di informazione 
genetica anche anteriormente alla com- 
parsa delle prime cellule. Come molti 
altri ricercatori, ritengo probabile che 
questa funzione abbia contribuito alla 
p ri m a fort un at a sintesi prò t eica , co n t rol- 
lata da geni. Solo in un secondo tempo, 
probabilmente attraverso il meccanismo 
di trascrizione inversa, I'rna avrebbe 



L'rna attraversa ì pori dell'involucro nucleare e migra dal nucleo, dove è stato trascritto dal 
DNA, al citoplasma, dove il messaggio genetica è tradotto in proteine. In questa microf olografia 
al microscopio elettronico, di Nigel Unwin della School of Medicine delta Stanford University, 
una piccola sezione dell'involucro nucleare di oocito di rana è ingrandita circa 90 000 volte. 
Sul bordo dei pori vi sono strutture ad anello e al centro vi è una specie di tappo da cui si 
protendono otto raggi. Ogni complesso di pori ha un diametro di circa un decimo di microme- 
tro; l'involucro nucleare ne ha circa 10 milioni. Prima di lasciare il nucleo, gli rna trascritti 
subiscono un processo di maturazione in molecole di rna definitive. Per formare rna messag- 
gero, frammenti ben precisi devono essere staccati dal trascrìtto primario e saldati tra loro. 
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La struttura chimica dell'io a differisce da quella del dna per due caratteristiche (in colore 
intenso}. In primo luogo, la li mina, una base presente nel mn\. e sostituita nell'RNA dall'uro die, 
che ha un atomo di idrogeno e non un gruppo metilico legato a uno degli atomi di carbonio. 
Inoltre il ribosio, lo zucchero presente nell'RNA, ha un grappo ossidrUico (OH), e non un atomo 
di idrogeno, legato al carbonio 2'. Nella sintesi di rna e dna, la posizione 5' del nucleotide 
entrante (in questo caso adenosinirifosfato) si congiunge con la posizione 3' dell'ossidrile 
dell'ultimo nucleotide mediante un legame fosfodiestere; viene rimosso un gruppo pirofosfalo. 



dato origine al dna, divenuto da allora 
un sicuro depositario dell'informazione 
genetica. 

I" a scelta evolutiva del dna come mo- 
*-* lecola deputata alla conservazione 
dell'informazione genetica può essere 
stata dettata da una delle due importanti 
differenze chimiche tra rna e dna. En- 
trambe queste molecole sono costituite 
da nucleotidi, ognuno dei quali consiste 
di una base azotata, di un residuo di 
zucchero a cinque atomi di carbonio e di 
un gruppo fosfato. Mentre nell'RNA lo 
zucchero è ribosio, nel dna è desossiri- 
bosio. Ribosio e desossiribosio differi- 
scono per il gruppo chimico legato al 
carbonio nella posizione 2 ' del loro anel- 
lo; il ribosio ha un ossidrile (OH) legato 
a quell'atomo di carbonio, mentre il de- 
sossiribosio ha un atomo di idrogeno 
(H). L'ossidrile in 2' rimane Ubero quan- 
do i ribo nucleotidi sono concatenati a 
formare I'rna; ciò rende I'rna meno 
stabile del dna dal punto di vista chimi- 
co: in soluzione acquosa I'rna subisce 
una scissione idrolitica a velocità estre- 



mamente più alta e, di conseguenza, il 
dna è più indicato per conservare l'in- 
formazione per un lungo periodo di tem- 
po. (Per lo stesso motivo I'rna è più 
difficile da studiare in laboratorio, e que- 
sto spiega in parte perché gli studi sulla 
chimica de 11 'rna fossero fino a poco 
tempo fa molto meno avanzati di quelli 
sul DNA.) 

L'altra differenza chimica tra rna e 
dna consiste nella diversa identità di 
una delle loro quattro basi azotate: il 
DNA contiene timina (7"), mentre I'RNA 
contiene un'altra base molto simile, Tu- 
racele (U). Come la timina, t'uracile è 
complementare solo all'adenina (A): 
durante la sintesi dell' rna Tadenina del 
dna viene trascritta in uracile, la timina 
in adenina, la citosina (C) in guantna (G) 
e viceversa. 

La trascrizione ha inizio quando un 
enzima, l'RNA-poIimerasi. si lega a una 
specifica sequenza del DNA, il promoto- 
re. L'RNA-polimerasi srotola per un bre- 
ve tratto la doppia elica, separando i due 
filamenti che la compongono e iniziando 
la trascrizione di uno di essi. Mentre 



1'RNA-polimerasi si muove lungo il DNA, 
i ribonucleotidi complementari ai desos- 
siribonucleotidi del DNA sono aggiunti 
uno alla volta al filamento nascente di 
rna. Ogni ribonucleotsde aggiunto por- 
ta un gruppo trifosfato legato in posizio- 
ne 5'; durante la reazione di sintesi viene 
eliminato un pirofosfato (cioè un gruppo 
di due unità fosfato) e l'estremità 5' del 
ribonucleotide entrante si unisce tramite 
un legame fosfodiestere (O-P-O) all'os- 
sidrile in posizione 3' del nucleotide ter- 
minale del filamento di rna. In questo 
modo le molecole di rna crescono sem- 
pre nella medesima direzione: dall'e- 
stremità 5' a quella 3'. La RNA- polirne - 
rasi continua la trascrizione lungo la mo- 
lecola di DNA finché non oltrepassa 
un'altra particolare sequenza, chiamata 
segnale di termine; allora si distacca dal 
singolo filamento di RNA e dal DNA che 
è servito da stampo e che si riawolge in 
modo da formare una doppia elica. 

Le regioni di dna che contengono le, 
istruzioni per la sintesi delle proteìne so- 
no trascritte in rna messaggero. Ogni 
sequenza di tre nucleotidi dell'RNA mes- 
saggero costituisce un «codone», che co- 
difica per un particolare amminoacido. 
Poiché una proteina può contenere da 
100 a 1000 amminoacidi, gli rna mes- 
saggeri devono essere lunghi almeno da 
300 a 3000 nucleotidi. 

La traduzione dell'RNA messaggero in 
proteina è un processo complesso che si 
svolge sui ribosomi. Due altri tipi di rna, 
che non codificano per proteine, svolgo- 
no un ruolo specifico nella decodifica- 
zione dell'informazione contenuta nel- 
l'RNA messaggero: si tratta dell'RNA di 
trasporto (t-RNA) e dell'RNA ribosomale 
(r-RNA). Sia l'uno sia l'altro vengono 
sintetizzati nello stesso modo dell'RNA 
messaggero. Le molecole dell'RNA di 
trasporto sono piccole (contengono da 
70 a 80 nucleotidi) e hanno una struttura 
tridimensionale, ripiegata, caratteristi- 
ca. Ogni t-RNA riconosce e si lega, per 
mezzo di enzimi particolari, a uno solo 
dei 20 amminoacidi che si trovano nelle 
proteine. All'estremità opposta rispetto 
a quella che presenta il sito di legame per 
l'amminoacido, la molecola del t-RNA 
presenta un'ansa contenente l'«antìco- 
done», una tripletta di nucleotidi che è 
complementare a uno specìfico codone 
dell'in- rna. 

Sulla superficie di un ribosoma, gli 
rna di trasporto con i vari amminoacidi 
vengono in contatto con una molecola di 
RNA messaggero. Il ribosoma consiste di 
due subunìtà ribo nucleo proteiche, una 
grande e una piccola, ognuna delle quali 
è formata da un insieme di proteine le- 
gate a molecole di RNA ribosomale. Ne- 
gli elicanoti la subunità più grande con- 
siste di tre molecole di r-RNA, una lunga 
(di circa 4500 nucleotidi) e due corte (di 
circa 160 e 120 nucleotidi), mentre la 
subunità più piccola contiene un unico 
r-RNA lungo ali 'incirca 1800 nucleotidi. 
L'r-RNA contribuisce a dare al ribosoma 
la sua caratteristica forma scanalata, che 
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La sintesi delle proteine richiede gli stessi tre 
tipi di rna nelle cellule eucarioti e in quelle 
procaiioti, ma con un'importante differenza: 
negli eucarioti le sequenze di dna codificanti 
per le proteine (esoni) sono spesso infram- 
mezzate da sequenze intercalari (introni), che 
devono essere tagliate da un trascritto prima- 
rio per produrre rna messaggero (m-KNA). In 
entrambi i tipi di cellula, I'rna di trasporto 
(t-RNA), I'rna ribosomale (r-RNA) e I'rna 
messaggero sono prodotti trascrivendo un so- 
lo filamento della doppia elica di dna (fila- 
mento codificante). Tre diverse kn A-jiolime- 
rasi catalizzano queste reazioni negli eucario- 
ti, mentre nei procarioli vi è un solo tipo di 
polimerasi. Nei dne tipi di cellula, i trascritti 
primari che danno origine a t-RNA e r-RNA 
subiscono una maturazione. Le estremità del 
trascrìtto precursore del I-rna vengono scisse 
e la molecola assume una forma ad anse. Un 
unico trascritto precursore deìl'r-RV* è ta- 
gliato in parecchi punti e dà origine a due tipi 
principali di r-RNA, che si legano a molecole 
proteiche formando subunità ribosomiche. 
Nei procarioli, privi di nucleo, il trascritto 
corrispondente all' rna messaggero in gene- 
rale non ha maturazione; ribosomi e rna di 
trasporto con gli amminoacidi attaccati inizia- 
no a tradurlo in una sequenza di amminoaci- 
di, cioè in una proteina, ancora prima che la 
sintesi sia ultimata. Negli eucarioti l'involucro 
nucleare facilita forse la rimozione degli in- 
troni e la saldatura degli esoni del trascritto 
primario precursore dell'RNA messaggero, 
proteggendolo dalia traduzione immediata da 
parie dei ribosomi. L'rna messaggero viene 
«letto» solo dopo che (come ks v di trasporto 
e subunità dei ribosomi) è migrato dal nucleo 
attraverso i pori dell'involucro nucleare. Solo 
nel citoplasma rna messaggero maturo, rna 
di trasporto e ribosomi entrano in contatto. 
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La traduzione dell'RNA messaggero in proteine a livello di un ribosoma segue gli stessi proce- 
dimenti sia negli eucarioti sia nei procarioti. Ogni tripletta di nucleotidi dell' rn a messaggero, 
o codone, codifica per un amminoacido specifico. A sua volta, ogni molecola di una di trasporto 
si aggancia solamente all'amminoacido corrispondente a un particolare codone. Un KNA ili 
trasporto specifico riconosce un codone per mezzo di una sequenza nucleotidica complemen- 
tare, l'anticodone. in questo schema è illustrata l'addizione di un amminoacido a una catena 
polipeptidica nascente. Una molecola di una di trasporto, con attaccato l'amminoacido tirosina, 
si lega al codone presenle in un sito di legame specifico del ribosoma (/ ). La tirosina Torma 
un legame peptidico con Ut serina, che è l'ultimo amminoacido della catena polipeptidica 
nascente (2). Mentre il ribosoma avanza di un codone (J), esponendo il silo di legame all'RNA 
di trasporto successivo, I'rna di trasporto per la serina viene in questo modo lasciato libero. 



gli permette di accogliere contempora- 
neamente sia un m-KN a sia una catena 
polipeptidica nascente. 

Mentre ii ribosoma si muove lungo 
I'rna messaggero spostandosi di un co- 
done alla volta, gli RNA di trasporto con 
gli antico do ni appropriati si legano selet- 
tivamente alt'm-RNA e gli amminoacidi 
che trasportano sono uniti alla catena 
polipeptidica nascente. In questo modo 
la sequenza dei codoni sulTm-RNA de- 
termina la sequenza degli amminoacidi 
nella proteina. Il ribosoma catalizza l'in- 
tero processo, raccogliendo attorno a 
un'unica struttura non solo i t-RNA e 
l'm-RNA, ma anche proteine e altri fat- 
tori specializzati, che avviano la «lettu- 



ra» dell' rna messaggero, formano i le- 
gami peptidiei tra gli amminoacidi e pro- 
vocano il distacco della proteina finita 
quando il messaggio genetico è stato 
completamente tradotto. 

Sebbene questa descrizione della sin- 
tesi delle proteine si applichi a tutte 
te cellule, sia procarioti (batteri) sia eu- 
carioti, la maggior parte dei meccanismi 
è stata scoperta studiando il batterio 
Escherìchia coli. Fu chiaro fin dai primi 
stadi che la regolazione della sintesi del- 
l'RNA messaggero (in altre parole, della 
trascrizione del dna) era un meccani- 
smo che permetteva di controllare l'e- 
spressione genica e, in ultima analisi, tut- 



to il comportamento della cellula. Un 
batterio come E. coli non contiene in 
ogni istante tutti gli m-RNA codificati dal 
suo dna, ma piuttosto trascrive alcuni 
geni e produce le proteine corrisponden- 
ti solo quando ne ha la necessità, in ri- 
sposta a particolari stimoli ambientali. 
All'inizio degli anni sessanta Francois 
Jacob e Jacques Monod dell'Institut Pa- 
steur di Parigi proposero un modello in 
base ai quale il gene di £". coli che codi- 
fica per la beta-galattosidasi (un enzima 
che permette la digestione del lattosio) 
è controllato da un repressore, una pro- 
teina con funzioni regolatrici che, quan- 
do l'enzima non è richiesto, blocca la 
trascrizione del gene, legandosi al DNA 
prima dell'inizio della sequenza codifi- 
cante. Successivamente è risultato che il 
modello di Jacob e Monod era applica- 
bile in generale ai controllo dell'espres- 
sione genica nei batteri. Sono ormai note 
numerose proteine regolatrici che ridu- 
cono o aumentano il tasso di trascrizione 
dei geni batterici legandosi a siti specifici 
del DNA. 

Negli organismi pluricellulari ogni cel- 
lula fa parte di un insieme interdipen- 
dente e non ha bisogno di rispondere in 
continuazione ai cambiamenti dell'am- 
biente estemo, come invece devono fare 
i batteri. Le variazioni più significative 
nel comportamento cellulare si manife- 
stano, invece, come differenze tra diversi 
tipi di cellule nell'ambito dello stesso or- 
ganismo, cellule che contengono tutte lo 
stesso dna. Per esempio, negli esseri 
umani solo i globuli rossi producono 
emoglobina, che trasporta l'ossigeno a 
tutti i tessuti del corpo. Alla stessa stre- 
gua una cellula epatica sintetizza almeno 
50 proteine che o non vengono prodotte 
affatto in cellule di altro tipo, o vengono 
prodotte in misura molto più ridotta. 

Non appena Jacob e Monod ebbero 
proposto il loro modello, si fu tentati di 
credere che la specializzazione cellulare, 
allo stesso modo del comportamento va- 
riabile dei batteri, potesse essere con- 
trollata a livello della trascrizione geni- 
ca. Solo dopo 20 anni è stato però pos- 
sibile dimostrare che quell'ipotesi era 
corretta. Uno dei motivi del ritardo è 
stata proprio la scoperta che la maggior 
parte dell' rna, dopo la trascrizione, vie- 
ne rielaborata, il che ha suggerito la pos- 
sibilità che l'espressione genica sia con- 
trollata anche a livello delia maturazione 
dell' rna. Per esempio, un particolare 
RNA potrebbe venire trascritto in tutte le 
cellule, ma potrebbe maturare corretta- 
mente solo in alcune; in alternativa, la 
velocità del processo di maturazione po- 
trebbe variare, cosi che tipi cellulari dif- 
ferenti potrebbero contenere quantità 
diverse di un particolare rna messagge- 
ro e della proteina corrispondente. Alla 
fine degli anni sessanta il problema di 
come è sintetizzato il messaggero è di- 
ventato una componente fondamentale 
del problema più generale riguardante il 
controllo dei geni. 

Le prime prove della maturazione del- 



l' rna erano state ottenute con rna ri- 
bosomale e non con RNA messaggero. 
Nel 1 960, quando mi trovavo al Massa- 
chusetts Instirute of Technology (ivUT), 
con i miei colleghi ho cominciato a stu- 
diare nelle cellule umane I'RNA nucleare 
appena sintetizzato. (L' RNA neoformato 
viene identificato permettendo alle cel- 
lule di sintetizzare rna per un breve 
tempo in presenza di nucleosidi - i pre- 
cursori dei nucleotidi - marcati radioat- 
tivamente.) Con nostra grande sorpresa 
non abbiamo trovato alcun rna nuclea- 
re marcata di dimensioni corrispondenti 
a quelle dell'RNA ribosomale, presente 
nei ribosomi maturi. Siamo stati in gra- 
do, invece, di dimostrare che sia gh rna 
ribosomali lunghi sia quelli corti vengo- 
no prodotti a partire da un'unica mole- 
cola di precursore, più lunga (il trascritto 
primario), che viene tagliata in punti 
specifici. Negli anni successivi lo stesso 
tipo di maturazione è stato osservato in 
molti altri tipi di cellula, durante la sin- 
tesi sia dell'RNA ribosomale sia dell'RNA 
di trasporto, le cui molecole vengono 
anch'esse prodotte accorciando un tra- 
scritto primario. Presto è risultato evi- 
dente che tutti gli rna ribosomali e tutti 
gli rna di trasporto, sia negli eucarioti 
sia nei procarioti, devono venire accor- 
ciati e subire varie addizioni chimiche 
prima di poter prendere parte alla tra- 
duzione dell'RNA messaggero. 

E che dire del messaggero? Nei batte- 
ri, che non possiedono un nucleo, sem- 
brava improbabile che esso potesse su- 
bire un processo di maturazione: in que- 
sti organismi, l'm-RNA si associa ai ribo- 
somi e ai t-RNA che sono in attesa addi- 
rittura prima di essere stato sintetizzato 
completamente. Negli eucarioti, al con- 
trario, l'm-RNA viene sintetizzato nel nu- 
cleo e deve poi migrare nel citoplasma 
per potere essere tradotto in proteine. 
Tra il momento della trascrizione e quel- 
lo della traduzione vi sono perciò ampie 
opportunità per espletare il processo di 
maturazione. 

Per determinare se questa maturazio- 
ne avviene effettivamente, i ricercatori 
hanno dovuto in primo luogo affrontare 
uno scoraggiante problema: una tipica 
cellula eucariote contiene migliaia di 
rna messaggeri diversi. Il problema è 
stato superato studiando cellule animali 
infettate da virus. I virus, il cui genoma 
è costituito da dna, usurpano i mecca- 
nismi di sìntesi sia dell'RNA sia delle pro- 
teme della cellula ospite, ma il loro dna 
codifica per molte meno proteine del 
DNA dell'ospite e quindi viene trascritto 
in un numero molto più ridotto di rna 
messaggeri. Di conseguenza la sintesi 
dell'RNA messaggero virale può essere 
considerata un semplice modello del 
meccanismo con cui una cellula animale 
sintetizza il proprio m-RNA. Grazie a 
questa impostazione, tra il 1970 e il 
1977 e stato perciò possibile chiarire le 
tappe fondamentali della biosintesi del- 
l'in- rna negli eucarioti. 

La maggiore complessità della sintesi 
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La sintesi di rna messaggero in un eucariote inizia quando una RNA-polimerasi comincia a 
trascrivere il dna a una distanza di 20-30 nucleotidi «a valle» della sequenza TATA (1 ). Prima 
che la lunghezza del trascritto abbia superato i 30 nucleotidi, l'estremità 5' è protetta da una 
specie di «cappuccio» di guaoosina metilata e legata per mezzo di un gruppo trifosfato (2). La 
polimerasi si muove lungo il dna (3), trascrivendo gli esoni {in colore) e gli introni (in nero); 
infine trascrive la sequenza .4 A L'AAA. Circa 20 nucleotidi più a valle il trascritto viene scisso 
e questa reazione coinvolge una piccola ribonurieoproteina nucleare (surnp) contenente un 
«rna Ul» ricco di uracile. Un enzima aggiunge una «coda» di 150-200 adeninnucleotidi 
all'estremità 3' del trascritto (4). il quale viene tagliato in corrispondenza degli introni (5), 
probabilmente per intervento di Minse: I'rna ul si lega a una sequenza complementare 
(contenente il dinudeotide GV) all'inizio degli introni. Questi sono ripiegati in tacci (6) e 
tagliati, mentre gli esoni vengono saldati tra loro e danno orìgine all'RNA messaggero (7). 
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dell'in -rna negli elicanoti in confronto 
a quella dell'in- rna nei batteri è eviden- 
te fino dal primo passaggio. Mentre nei 
batteri una sola polimerasi catalizza la 
sintesi di tutti i tipi di rna, negli euca- 
rioti esistono tre diverse RNA-polimera- 
sì: la polimerasi I trascrive il precursore 
degli r-RNA, la polimerasi II i precursori 
degli m-RNA e la polimerasi III i precur- 
sori dei t-RNA e di altri piccoli rna. La 
sintesi di un rna messaggero inizia 
quando una molecola di rna polimera- 
si II riconosce in qualche modo, su una 
doppia elica di dna, una regione «pro- 
motore» e si lega a essa. I ruoli delle 
varie sequenze di nucleotidi nel promo- 
tore non sono ancora completamente 
noti, ma si sa che la sequenza TATA 
contribuisce al corretto posizionamento 
della polimerasi sul dna. La trascrizione 
ha inizio 20-30 nucleotidi dopo la se- 
quenza TATA. 

Entro circa un secondo, prima che 
I'rna nascente raggiunga una lunghezza 
superiore a 30 nucleotidi, alcuni enzimi 



aggiungono un «cappuccio» protettivo 
al nucleotide che si trova all'inizio della 
catena all'estremità 5'. Questa protezio- 
ne, che è presente in tutti gli m-RNA 
eucarioti, consiste di una guanosina me- 
tilata (un nucleoside che contiene la gua- 
ttirla), legata al primo nucleotide per 
mezzo di tre gruppi fosfato. Dopo l'ag- 
giunta del cappuccio, la polimerasi con- 
tinua ad addizionare nucleotidi all'estre- 
mità 3' della catena a una velocità dì 
30-50 nucleotidi al secondo. Il trascrìtto 
primario cosi sintetizzato può avere una 
lunghezza superiore a 200 000 nucleoti- 
di, ma la media, nelle cellule umane, è 
di circa 5000 nucleotidi. 

[" a maturazione del trascritto completo 
*-* ha inizio con l'aggiunta di una «co- 
da» al nucleotide che diventerà l'estre- 
mità 3' dell' RNA messaggero. Nel corso 
del biennio 1 970- 1 97 1 in parecchi labo- 
ratori si è giunti alla scoperta che la mag- 
gior parte degli m-RNA di mammife- 
ro presenta a questa estremità una serie 







La maturazione dell'RNA messaggero (scissione e successiva saldatura dei frammenti) è stala 
scoperta durante studi sul genoma dell'adeno virus. La micro fotografia di Louise T. Chow, 
allora al Cold Spring Harbor Laboratori, mostra il risultato di un esperimento in cui I'rna 
messaggero (linea in colore) codificante per una proteina di adenovirus è stato fatto ibridare 
con un filamento singolo di dna portante l'informazione per quella proteina (in nero). Nei 
punti in cui le sequenze nucieotidiche sono complementari, le due molecole formano un ibrido 
a doppia elica. Tre regioni di dna per le quali non esistono sequenze complementari nell'RNA 
formano delie anse il-M. Evidentemente i trascrìtti corrispondenti a queste regioni sono stati 
tagliati dall'RNA messaggero, il quale ha successivamente subito un processo di saldai ora. 



di 150-200 adeninnucleotidi, chiamata 
pertanto poli(/4). Oggi si sa che il tra- 
scritto primario viene tagliato circa 20 
nucleotidi dopo la sequenza AA UAAA 
e che alla nuova estremità viene aggiun- 
to poli{j4). Queste reazioni avvengono 
entro un minuto dopo che la polimerasi 
ha oltrepassato il sito per l'aggiunta di 
pali(/4 ). 

Dopo aver identificato nell'RNA ma- 
turo presente nel citoplasma il cappuccio 
e la coda di poli (.A), i ricercatori hanno 
cominciato a esaminare se le stesse strut- 
ture erano presenti sulle molecole con- 
tenute nel nucleo, nella speranza di riu- 
scire a identificare i precursori dell' RNA 
messaggero. Nel 1 976 tali precursori so- 
no stati identificati tra gli rna nucleari 
appena sintetizzati, ma persisteva un mi- 
stero: le molecole di rna nucleare ave- 
vano una lunghezza media di 5000 nu- 
cleotidi, mentre la lunghezza media di 
quelle dell'RNA messaggero citoplasma- 
tico era di circa 1000 nucleotidi soltanto. 
Era chiaro, dunque, che i precursori do- 
vevano venire tagliati per dare origine 
agli RNA messaggeri maturi, ma come 
poteva avvenire tutto ciò senza alterare 
il cappuccio e la coda di poli(/i ) alle due 
estremità della molecola? 

In retrospettiva la risposta sembra ov- 
via: parti del trascritto primario devono 
essere tagliate dal centro della molecola 
e le estremità devono poi essere saldate 
tra loro. La saldatura dell'RNA è stata 
osservata per la prima volta nell'adeno- 
vìrus, un virus che infetta le vie respira- 
torie superiori nell'uomo. Con ì miei col- 
laboratoti avevo scoperto che gli rna 
messaggeri per un certo gruppo di pro- 
teine deh" adenovirus (chiamate proteine 
«tardive» perché vengono sintetizzate 
durante uno stadio tardivo dell'infezio- 
ne) derivano tutti da un unico trascritto 
primario. Nel 1977 un gruppo del MIT 
diretto da Phillip A. Sharp e un gruppo 
del Cold Spring Harbor Laboratory (del 
quale facevano parte Richard J, Ro- 
berta, Thomas R. Broker, Louise T. 
Chow, Richard E. Gelinas e Daniel 
Klessig) hanno utilizzato la tecnica di 
ibridazione molecolare per dimostrare 
in che modo avviene la derivazione. 

L'ibridazione molecolare sfrutta il fat- 
to che qualsiasi RNA messaggero reagirà, 
mediante un appaiamento complemen- 
tare di basi, con il filamento di dna da 
cui è stato trascritto, formando in questo 
modo una molecola ibrida rna- dna a 
doppia elica, che può essere visualizzata 
con il microscopio elettronico. (L'altro 
filamento di DNA rimane non appaiato.) 
Quando questo esperimento è stato ese- 
guito con gli acidi nucleici che codificano 
per te proteine tardive de 11 'adenovirus, 
ciascun rna messaggero si è ibridato con 
quattro regioni distinte di dna, separate 
tra loro da lunghi segmenti di dna che 
formavano anse al di fuori dell'ibrido 
molecolare, evidentemente perché la lo- 
ro sequenza nucleoli dica non era com- 
plementare ad alcuna sequenza dell'RNA 
messaggero. I gruppi del mit e di Cold 
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La maturazione differenziale dell' UNA dà origine a rma messaggeri 
diversi a partire dallo stesso trascrìtto primario. Il trascritto del gene 
per la calcilonina, un ormone prodotto dalla tiroide, contiene due siti 
poli (.4 ) o di poliadenilazione (frecce In colore'). Nella tiroide essa viene 
scisso e poliadeniiato in corrispondenza del primo sito. I suoi quatlro 
esoni vengono saldati e danno orìgine a un risa messaggero che 
codifica per un pre-ormone, una proteina che a sua volta viene scissa 



per via enzimatica e da orìgine alla calcilonina. Nell'ipofisi e in alcune 
cellule nervose lo stesso trascrìtto primario viene invece scisso in 
corrispondenza del secondo sito poli(.i). Al momento della saldatura, 
la sequenza codificante per la calcilonina (in grigio intenso) viene 
tagliata insieme agli introni e, al suo posto, è inclusa nell'RNA messag. 
gero maturo una sequenza che codifica per un ormone chiamato 
«proteina correlata al gene per la calcilonina», o cgrf [In colore). 



Spring Harbor hanno pertanto concluso 
che gli rna messaggeri devono formarsi 
tra loro saldando quattro segmenti di 
regioni distanti del trascritto primario. 
In questo processo le sequenze interca- 
late ai quattro segmenti riuniti sono eli- 
minate, in modo da rendere I'rna mes- 
saggero maturo molto più corto del tra- 
scritto primario. Il cappuccio all'estre- 
mità 5' e la coda di poli(/l) all'estremità 
3' vengono al contrario conservati. 

Lo splicing del trascritto primario del- 
l 'a de no virus richiede da 20 a 30 minuti, 
ma in altri casi dura un tempo minore, 
anche solo cinque minuti. Lungo la trac- 
cia segnata dai gruppi del MIT e di Cold 
Spring Harbor, altri ricercatori hanno 
ben presto dimostrato che molti rna 
messaggeri, sia virali sia cellulari, si ot- 
tengono per saldatura di frammenti di 
un precursore motto lungo, mentre i re- 
stanti frammenti vengono eliminati. In 
seguito, confrontando la sequenza nu- 
cleotidica dell' RNA messaggero maturo e 
del dna corrispondente, è stato possibile 
identificare i siti specifici dove avviene 
lo splicing. C'è ormai un generale con- 
senso sul fatto che molti geni eucarioti 
sono discontinui e non possono venire 
espressi senza un'ampia rielaborazione 
del trascritto primario. Walter Gilbert 
della Harvard University ha coniato il 
termine «esoni» per indicare i segmenti 
del gene che vengono effettivamente 
espressi in rna messaggero e proteina; 



le sequenze nucieotidiche intercalate tra 
gli esoni, e cioè quelle che vengono suc- 
ces si v a m e n te e ti m in ate dall' RN a , vengo - 
no chiamate «introni». 

/"Considerato il fatto che un errore di 
^-' un singolo nucleotide potrebbe ren- 
dere la proteina corrispondente total- 
mente priva di senso, quali meccanismi 
assicurano che gli esoni vengano saldati 
correttamente? Le attuali ricerche stan- 
no chiarendo con notevole precisione la 
biochimica dello splicing. La saldatura 
dei vari esoni è stata riprodotta in labo- 
ratorio: due esoni separati da un introne 
su molecole di rna sperimentali sono 
stati saldati mettendoli in presenza di 
estratti cellulari. Sebbene non si possa 
affatto dire di conoscere tutti i passaggi 
enzimatici di questo processo, alcuni dei 
componenti fondamentali degli estratti 
sono stati identificati. 

Uno di questi componenti è una classe 
di particelle ribonucleoproteiche, che si 
trovano nei nuclei di tutte le cellule ani- 
mali. Esse sono le «piccole particelle ri- 
bonucleoproteiche nucleari» (snRNP) e 
ognuna consiste di un gruppo di mole- 
cote proteiche legate a un'unica moleco- 
la di RNA. Questo RNA, che è diverso dai 
tre tipi principali descritti in precedenza, 
ha una lunghezza da 1 00 a 300 nucleo- 
tidi e di esso esistono almeno dieci tipi 
diversi: sei sono particolarmente ricchi 
di uracile e vengono perciò chiamati 



RNA U; il tipo noto come RNA Ul è di 
particolare interesse. 

La dimostrazione del ruolo fonda- 
mentale svolto da queste snRNP nello 
splicing è stata ottenuta con esperimenti 
nei quali venivano utilizzati anticorpi 
contro le proteine che le compongono. 
Per motivi sconosciuti, tali anticorpi 
vengono prodotti in abbondanza dagli 
individui che sono colpiti da certe ma- 
lattie autoimmuni, tra le quali il lupus 
eritematoso sistemico. Joan A. Steitz e 
collaboratori della Yale University lì 
hanno isolati e, insieme con il gruppo di 
Sharp al MIT, li hanno aggiunti agli 
estratti cellulari in grado di saldare i seg- 
menti di rna. Quando gli anticorpi ven- 
gono aggiunti a un estratto prima dei 
trascritti primari, la saldatura non ha 
luogo e anche la poliadenilazione rimane 
bloccata. Queste osservazioni indicano 
che le snRNP sono coinvolte sia nel taglio 
del trascritto primario in corrispondenza 
del sito poli(/l), sia nell'individuazione 
degli introni e nella loro rimozione. Non 
sappiamo ancora in che modo le snRNP 
svolgano queste funzioni né se siano fi- 
sicamente le stesse particelle a effettuare 
sia la poliadenilazione sia lo splicing. 
Molti ricercatori ipotizzano che una sin- 
gola grossa struttura, simile a un riboso- 
ma, e formata dalle snRNP e da altre 
particelle, sia impegnata in entrambi t 
processi. In ogni caio, lo splicing quasi 
certamente comporta il riconoscimento 
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di un introne da parte di una snRNP con- 
tenente rnauI, che si lega alle basi 
complementari che si trovano all'inizio 
dell'introne. 

La scoperta degli introni, avvenuta nel 
r 1977, è stata una sorpresa assoluta: 
fino ad allora si era sempre presunto, in 
biologia molecolare, che i geni fossero 
segmenti singoli, continui di DNA, che 
codificavano per un'unica proteina. Ol- 
tre al problema dì capire come avvenga 
lo splicing, la scoperta degli introni ha 
sollevato immediatamente due questioni 
più ampie. In primo luogo, quale impor- 
tanza ha la maturazione dell' RNA, e in 
particolare Insaldatura degli esoni, nella 
regolazione dell'espressione genica negli 
eucarioti? In secondo luogo, i geni sono 
sempre esistiti in forma discontinua, op- 
pure gli introni sono stati gradualmente 
introdotti nel corso dell'evoluzione? 

Dato per scontato che per la maggior 
parte ì geni sono discontinui, molti ricer- 
catori hanno proposto che la maturazio- 
ne dell' rna avesse un ruolo fondamen- 
tale nella regolazione dell'espressione 
genica. Non solo la quantità di una par- 
ticolare proteina in una cellula poteva 
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essere determinata dalla quantità di RNA 
messaggero maturato in modo corretto, 
ma anche un singolo gene poteva codi- 
ficare per più di una proteina e la scelta 
dì quale proteina produrre, in quale mo- 
mento e in quale cellula, sarebbe stata 
legata al processo di maturazione. Un 
trascritto primario contenente due o più 
siti poli(i4 ) poteva essere tagliato in cor- 
rispondenza di un sito in certe occasioni 
e in corrispondenza di un altro sito in 
altre occasioni, dando cosi origine a rna 
messaggeri con estremità 3' diverse e 
quindi a proteine con estremità C-termi- 
nali diverse, Un trascritto contenente tre 
o più esoni avrebbe potuto essere taglia- 
to e poi nuovamente saldato in modo da 
includere nell'RNA messaggero tutti e tre 
gli esani, o solo due. Solamente due li- 
mitazioni essenziali sembravano restrin- 
gere la scelta dello splicing : dovevano 
venire conservati gli esoni alle estremità 
del gene, a cui andavano aggiunti il cap- 
puccio (estremità 5') e la coda di poli(/4) 
(estremità 3'); inoltre gii esoni dovevano 
rimanere nello stesso ordine. 

Finora sono state scoperte parecchie 
decine di geni cellulari e virali che codi- 
ficano per più di un rna messaggero. 



Ouesti geni vengono chiamati «unità di 
trascrizione complesse» e ne è un esem- 
pio significativo l'unità di trascrizione 
delle proteine tardive de D'ade no virus, 
che contiene cinque siti poli(/4) e nume- 
rosi esoni. Il suo trascritto primario può 
venire rielaborato (tagliato e ricucito) 
per ottenere una decina di RNA messag- 
geri diversi, ognuno dei quali consiste di 
quattro esoni saldati assieme. I primi tre 
esoni sono comuni a tutti i messaggeri, 
mentre+'ultimo contiene la sequenza co- 
dificante specifica per una particolare 
proteina. 

Anche nelle cellule animali è nota una 
serie di unità di trascrizione complesse, 
che producono differenti RNA messagge- 
ri in circostanze diverse. Alcune di que- 
ste unità sono state riconosciute nelle 
fibre muscolari dì mammiferi e insetti, 
[..e cellule che svolgono nei muscoli fun- 
zioni differenti esigono proteine affini 
ma leggermente diverse e sembra che, in 
un qualsiasi organismo, queste siano co- 
dificate da un unico gene, il cui trascritto 
primario può venire sottoposto asplicìng 
o a poliadenilazione in varie maniere. 

Un esempio particolarmente sorpren- 
dente di questo fenomeno è il controllo 
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La prevalenza del contrullo dell'espressione genica a livello tra se ri- 
donale rispetto al controllo a livello della maturazione dell'RNA è stata 
dimostrata per mezzo di tecniche di clonazione dei geni. Oltre a dna 
codificante per proteine comuni alla maggior parte delle cellule di 
topo, è stato donato in colonie batteriche del dna di topo codificante 
per proteine specifiche del fegato. Sono poi stati purificati, denaturali 
(cioè nei singoli filamenti costituenti la doppia elica) e trasferiti su 
carta da filtro dna codificanti per 1 2 diverse proteine di fegato (/-/-') 
e per tre diverse proteine comuni (a-c). Per determinare se tutti questi 



dna sono trascritti in vari tipi di cellule, sono stali eseguiti esperimenti 
di ibridazione con rna trascritti appena sintetizzati e non maturati, 
provenienti da cellule cerebrali, epatiche e renali. 1 nuovi trascritti 
sono stati isolati raccogliendo nuclei cellulari raffreddati e incubandoli 
brevemente a caldo in presenza di nucleotidi radioattivi. Poiché la 
trascrizione non avviene nei nuclei al freddo, tutti gli rna radioattivi 
purificati da essi dovevano essere stati sintetizzati durante l'incuba- 
zione a caldo, durata 10 minuti. Quando I'rna radioattivo è stato 
trasferito su carta da filtro i trascritti di cellule cerebrali e renali si 



dell'espressione genica per mezzo di 
scelte fatte a livello del processo di ma- 
turazione dell'RNA. Esso comporta la 
partecipazione di un'unità di trascrizio- 
ne complessa, isolata dal DNA di ratto da 
Ronald Evans e Michael G. Rosenfeld 
del Sallt InstJtute for Biologica! Studies. 
Il segmento di DNA in questione codifica 
per la calcitonina, un ormone prodotto 
dalla tiroide. Evans e Rosenfeld hanno 
osservato, tuttavia, che esso si ìbrida an- 
che con un RNA messaggero prodotto 
nell'ipofisi (e successivamente identifi- 
cato anche in alcune cellule nervose). I 
suddetti ricercatori hanno dimostrato 
che il trascritto primario per la calcito- 
nina è presente sìa nelle cellule della ti- 
roide sia in quelle dell'ipofisi e contiene 
due siti poli(v4). Nella tiroide, la scissio- 
ne che avviene in corrispondenza del pri- 
mo sito, seguita dalla saldatura degli eso- 
ni, dà origine all' rna messaggero per la 
calcitonina; nell'ipofisi il trascritto pri- 
mario viene scisso in corrispondenza de! 
secondo sito poli (4 ) e Tesone che con- 
tiene la sequenza codificante per la cal- 
citonina viene eli minato . Il risultato è un 
rna messaggero che codifica per un 
neuropeptide precedentemente scono- 



sciuto, la «proteina correlata al gene per 
la calcitonina», o CGRP, dalle iniziali del- 
le parole che compongono questa frase 
in inglese. 

Se il gene per la calcitonina è un buon 
esempio di regolazione genica otte- 
nuta per mezzo della maturazione diffe- 
renziale di un unico trascritto primario, 
esso illustra anche una verità più profon- 
da, e cioè che il meccanismo predomi- 
narle di controllo genico negli eucarioti. 
così come nei batteri, non è la matura- 
zione differenziale, ma la trascrizione 
differenziale. La maggior parte delle cel- 
lule di ratto non produce né calcitonina 
né CGRP, e in tali cellule il gene per la 
calcitonina semplicemente non viene 
trascritto. Per la biologia molecolare 
questa non è una sorpresa: anche dopo 
la scoperta della maturazione dell'RNA. 
la maggior parte dei ricercatori ha con- 
tinuato a ritenere che il controllo a livel- 
lo della trascrizione fosse predominante. 
L'alternativa contraria, cioè la trascri- 
zione indifferenziata di tutti i geni in tut- 
te le cellule e, invece, una maturazione 
differenziale dei trascritti, era sempre 
stata considerata improbabile. Tuttavia, 
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sono ibridati solo con i dna comuni e non con quelli specifici per le proteine del regate. 
L'esperimento ha dimostrato che i geni specifici per le cellule epatiche non vengono trascritti 
nelle cellule renali e cerebrali. Se i geni fossero stati trascritti e i trascritti fossero andati distrutti 
nella fase di maturazione, alcuni trascritti corrispondenti a proteine specifiche del fegato 
avrebbero dovuto trovarsi nei miscugli di rna di cellule renali e cerebrali, non sottoposti a 
maturazione, e avrebbero dovuto ibridarsi con dna codificanti per te proteine specifiche del 
fegato. Come prevedevamo, i trascritti purificati dai nuclei di cellule epatiche si sono ibridati 
con entrambi i tipi di dna. Gli ibridi rimangono sul filtro quando viene lavato; essendo radio- 
attivi, formano macchie scure su una emulsione fotografica con cut il filtro è messo in contatto. 



solo di recente, con l'avvento delle tec- 
niche di clonazione di geni, è stato pos- 
sibile dimostrare pienamente la validità 
di questo assunto. 

I miei collaboratori e io abbiamo ese- 
guito esperimenti di clonazione, i risul- 
tati dei quali confermano che i geni non 
espressi non sono generalmente trascrìt- 
ti. In primo luogo abbiamo estratto tutto 
l'RNA messaggero da cellule epatiche di 
topo e lo abbiamo copiato in dna per 
mezzo della transcriptasi inversa, un en- 
zima che catalizza la trascrizione inversa 
dell'RNA in dna. Abbiamo successiva- 
mente inserito il dna così ottenuto in 
plasmidi (piccoli anelli di dna batterico) 
che abbiamo introdotto in colture di E. 
coli. Il processo di clonazione ha così 
fornito quantità di singoli geni di topo, 
utili per la sperimentazione, dato che 
ogni cellula batterica in una data colonia 
conteneva lo stesso inserto di DNA di 
topo. Mettendo il dna delle varie colo- 
nie in presenza dell'RNA messaggero to- 
tale est i atto da vari tipi di cellule, siamo 
stati in grado di identificare i geni che 
codificano per proteine specifiche del fe- 
gato (questo dna si ibridava solo con 
RNA messaggero estratto da cellule di 
fegato) e i geni che codificano per pro- 
teìne comuni (questi dna si ibridavano 
con gli RNA messaggeri estratti da tutti i 
tipi di cellule). 

Ovviamente gli RNA messaggeri per le 
proteine specifiche del fegato non veni- 
vano sintetizzate nelle cellule non appar- 
tenenti al fegato, ma per quale motivo? 
In queste cellule i trascritti primari non 
maturavano correttamente oppure i geni 
non venivano affatto trascritti? Per po- 
tere scegliere tra queste due alternative 
abbiamo purificato una certa quantità di 
nuclei da cellule cerebrali, renali ed epa- 
tiche e a essi abbiamo fatto sintetizzare 
dell'RNA per un breve periodo {circa 10 
minuti), a partire da precursori marcati 
radioattivamente. Abbiamo in seguito 
recuperato dai nuclei gli RNA trascritti, 
sapendo che qualsiasi trascritto marcato 
doveva essere stato appena sintetizzato 
e quindi non poteva aver subito il pro- 
cesso di maturazione. Se i geni specifici 
per le cellule del fegato venivano tra- 
scritti all'interno di nuclei di cellule ce- 
rebrali e renali, I'rna marcato isolato da 
questi nuclei avrebbe dovuto contenere 
trascritti specifici delle cellule epatiche. 
Invece, quando gli estratti sono stati po- 
sti in presenza dei vari dna clonati, gli 
rna provenienti dai nuclei di cellule ce- 
rebrali e renali si sono ibridati solamente 
con i dna codificanti per le proteine co- 
muni, e non con quelli codificanti per le 
proteine specifiche del fegato. Chiara- 
mente i geni per le 1 2 proteine di fegato 
che abbiamo preso in esame in questo 
modo non venivano trascritti nel cervel- 
lo e nel rene. 

Sulla base di molti esperimenti analo- 
ghi il risultato può essere enunciato in 
modo più generale: negli organismi plu- 
ricellulari la maggior parte delle scelte. 
specifiche per ì vari tessuti, di produrre 
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certe proteine e non altre viene presa a 
livello della trascrizione. Come esatta- 
mente ciò avvenga è un problema che 
viene oggi affrontato in decine di labo- 
ratori, ma finora non sono emerse rispo- 
ste definitive. 

Sebbene la maturazione dell' rna non 
costituisca un processo fondamenta- 
le del differenziamento cellulare, essa 
avviene in qualche forma in tulle le cel- 
lule e, nella maggior parte dei casi è es- 
senziale per il loro funzionamento. Per 
quale motivo essa ha subito un'evoluzio- 
ne? Lo splicing degli rna trascritti pri- 
mari è ormai stato osservato anche nei 
batteri, ma è di gran lunga meno fre- 
quente che negli eucarioti: i batteri con- 
tengono assai meno introni. Ancora di 
recente la maggior parte dei biologi era 
d'accordo nel ritenere che i batteri, a 
causa della loro semplicità, dovessero 
essere molto simili alle prime cellule an- 
cestrali e che gii eucarioti si fossero evo- 
luti a partire da questi proeminoti primor- 
diali. Di conseguenza, inizialmente molti 
ricercatori considerarono gli introni co- 
me complessità introdotte relativamente 
tardi nel corso dell'evoluzione. 

Due diversi insiemi dì dati smentisco- 
no questa opinione. In primo luogo, vi 
sono buone ragioni per mettere in dub- 
bio la convinzione che i batteri siano 
evolutivamente più antichi degli euca- 
rioti. In secondo luogo, vi sono prove 
sperimentali che la maturazione del- 
I'rna, compreso lospltcing, può avveni- 



Può darsi che l'evoluzione pre cellulare richie- 
desse il processo di maturazione dell' RN\. Il 
brodo primordiale conteneva probabilmente 
sia nudeotidi sia amminoacidi (I). Nelle con- 
dizioni presenti in origine sulla Terra potero- 
no probabilmente formarsi, per mezzo di sin- 
tesi spontanee e di duplicazioni di catene cor- 
te, catene di rna lunghe 30 o pia nudeotidi 
(2). Le sequenze di rna arrivarono a codifi- 
care, in qualche modo, per te sequenze di 
amminoacidi che costituiscono i domini (spe- 
cìfiche unità funzionati) peptidid (3), ma le 
regioni codificanti o esoni (fri colore) erano 
probabilmente inframmezzate da introni {in 
grigio). La saldatura o splicing dell'RMA, che 
può avvenire anche in assenza di proteine, 
può avere avuto inizio come un mezzo per 
unire tra loro esoni diversi che, insieme, co- 
dificavano per una proteina più utile dei sin- 
goli domini peptidid ("/). Un'antica proteìna, 
simile all'attuale enzima tra nscri piasi inversa, 
pud avere copiato I'rna in dna, provocando 
in questa modo il passaggio da un codice ge- 
netico basato suII'rna a un codice genetico 
basato sul dna (5). L'antenato comune di 
tutte le cellule, il progenote, conteneva dna 
ricco di introni, oltre a ribosomi in grado di 
tradurre l'informazione genetica in proteine 
(6), secondo il codice oggi divenuto univer- 
sale. Gli eucarioti attuali sono derivati dalla 
fusione tra un nucleo ancestrale e alcuni eu- 
batterì, che hanno dato origine ai mitocondri 
e ai cloroplasti. Secondo questa interpretazio- 
ne, i genomi batteria sono relativamente pri- 
vi di introni perché i batteri si sono evoluti 
per un numero di generazioni molto maggio- 
re di quello delle generazioni degli eucarioti. 



re in assenza delle proteine che, nelle 
cellule moderne, catalizzano queste rea- 
zioni; in realtà, le stesse reazioni avreb- 
bero potuto ugualmente aver luogo in un 
ambiente precellulare. 

Le prove contrarie all'opinione che i 
batteri siano gli organismi più antichi 
scaturiscono principalmente dalle ricer- 
che di Cari R. Woese e collaboratori 
dell'Università dell'Illinois a Urbana- 
-Champaign. Per poter costruire una 
mappa delle varie genealogie cellulari, il 
gruppo di Woese ha deciso di confron- 
tare le sequenze nucleotidiche degli rna 
ribosomali di molti organismi. (E stato 
scelto I'rna ribosomale perché i riboso- 
mi sono presenti in forma praticamente 
uguale in tutti gli organismi: per questo 
motivo si ritiene che essi costituiscano 
strutture subcellulari primordiali.) Con 
loro grande sorpresa, i ricercatori citati 
hanno scoperto un piccolo gruppo di 
batteri, dotati di metabolismi non comu- 
ni, che non rientravano nell'albero filo- 
genetico dei normali batteri. Questo 
gruppo di batteri, gli archibatteri o ar- 
cheobatteri, (sì veda l'articolo di Cari R. 
Woese, CU archibatteri, in * Le Scienze » , 
n. 156, agosto 1981), non sembrava im- 
parentato con i normali batteri (gli eu- 
batteri) più strettamente che con gli eu- 
carioti. Sulla base delle sequenze dei lo- 
ro RNA ribosomali, anche gli eucarioti 
formavano un gruppo distinto, che com- 
prendeva un'ampia gamma di organismi 
diversi, dal lievito agli esseri umani. 

Poiché i tre gruppi possedevano lo 
stesso codice genetico, Woese ha conclu- 
so che dovessero rappresentare linee 
evolutive separate, discendenti da un 
unico progenitore comune, che egli ha 
chiamato «progenote». Gli eubatteri e 
gli archibatteri possono essersi evoluti 
direttamente dal progenote. I moderni 
eucarioti, d'altra parte, derivano quasi 
certamente dalla fusione di un eu cariote 
ancestrale con due tipi di eubatteri. 
L'eucariote ancestrale ha dato origine al 
nucleo della cellula moderna; i batteri 
hanno dato origine ai mitocondri, gli ar- 
ganelli cellulari che trasformano energia 
e che si trovano in tutti gli eucarioti, e ai 
cloroplasti, gli organelli fotosintetizzanti 
che si trovano nelle piante. (Sia i mito- 
condri sia i cloroplasti contengono un 
proprio DNA e rna; inoltre, le sequenze 
dell' RNA ribosomale presente nei mito- 
condri sono analoghe a quelle dei solfo- 
batteri purpurei, mentre I'rna riboso- 
male dei cloroplasti è strettamente cor- 
relato a quello dei ciano batteri.) Secon- 
do Woese, il nucleo degli eucarioti è an- 
tico quanto i batteri: poiché il nucleo è 
la sede dove avviene la maturazione del- 
I'rna, non c'è alcuna ragione di ritenere 
che questo processo abbia avuto inizio 
relativamente tardi. 

In realtà, la maturazione dell'RNA po- 
trebbe essere iniziata ancora prima della 
comparsa del progenote. Per anni molti 
ricercatori hanno avanzato l'ipotesi che 
I'RNA sia stato il primo biopolimero: a 
somiglianza del dna, esso può archiviare 



l'informazione (sebbene non sia altret- 
tanto efficiente nel conservarla inaltera- 
ta) e, a differenza del dna, è essenziale 
per decodificare l'informazione archi- 
viata. Alcuni recenti studi sulla chimica 
dell'RNA confermano con vigore l'idea 
che I'RNA debba essere esistito per pri- 
mo. Leshe Orgel e collaboratori del Salk 
Institute hanno dimostrato che la sintesi 
di catene oligonudeotidiche di rna av- 
viene spontaneamente in un ambiente 
caratterizzato da elevate concentrazioni 
di nudeotidi e di sali; probabilmente un 
ambiente del genere era stato dominante 
sulla Terra primitiva. Copie di rna da 
catene dì rna possono anch'esse for- 
marsi spontaneamente per appaiamento 
di basi complementari. Entrambe le rea- 
zioni sono lente, ma entrambe avvengo- 
no in assenza di enzimi o di ogni altra 
proteina. Sembra perciò una eventualità 
più che logica che il brodo primordiale 
contenesse corte catene di RNA oltre che 
singoli nudeotidi e amminoacidi. Infatti, 
né il dna né le proteine si polimerizzano 
con velocità paragonabile a quella esibi- 
ta dall'RNA. 

Le reazioni fondamentali della matu- 
razione dell'RNA, doè la scissione in cor- 
rispondenza di siti specifici e la saldatura 
dei frammenti ottenuti, possono anche 
avvenire in assenza di proteine. Sidney 
Altman e collaboratori della Yale Uni- 
versity hanno osservato un esempio di 
scissione in siti spedfici nell'RNA di E. 
coli. Normalmente, questo batterio, un 
precursore di un RNA di trasporto, viene 
scisso da un enzima che contiene an- 
ch'esso una piccola molecola di rna. 11 
gruppo di Altman ha però scoperto che 
il piccolo RNA da solo è in grado di scin- 
dere correttamente il precursore, senza 
l'intervento della componente proteica 
dell'enzima. 

Forse ancora più sorprendente è la 
saldatura dei frammenti di RNA in assen- 
za di proteine. Thomas R. Cech e colla- 
boratori dell'Università del Colorado a 
Boulder hanno documentato per primi 
questo fenomeno nel protozoo Tetra- 
hymena py ri fornite, che è in grado di fare 
a meno delle proteine per eliminare un 
introne dal suo trascritto primario di 
rna ribosomale e congiungere assieme i 
due esoni. La saldatura degli esoni in 
assenza di proteine è stata osservata an- 
che nel caso dell'RNA ribosomale pre- 
sente nei mitocondri della muffa Neuro- 
spora crassa. Le sequenze nucleotidiche 
di questi due RNA ribosomali che salda- 
no autonomamente sono molto simili. 

Se ammettiamo che le prime molecole 
in grado di archiviare informazioni, o 
geni, fossero costituite da rna, sia la 
scissione dell'RNA sia la saldatura dei 
suoi frammenti potrebbero essere stati 
processi importanti nell'ambiente pre- 
cellulare. In che modo I'rna sia poi pas- 
sato a codificare le sequenze di ammi- 
noacidi, rimane un mistero. Sembra, pe- 
rò, che le informazioni genetiche utili, 
contenute nelle catene di rna generate 
spontaneamente, non fossero immagaz- 



zinate sotto forma di sequenze nucleoti- 
diche lunghe e ininterrotte. Al contrario, 
corti segmenti di rna codificanti per ca- 
tene peptidiche primitive ma funzionan- 
ti sarebbero stati con ogni probabilità 
inframmezzati da sequenze non codifi- 
canti, che sono riconosciute oggi come 
introni. 

'ipotesi trova conferma nella posizio- 
*-* ne degli introni e degli esoni nei geni 
moderni. In molti geni, per esempio 
quelli che codificano per l'emoglobina, 
per gli anticorpi (immunoglobuline) e 
per certi enzimi, ogni esone codifica per 
un dominio della molecola proteica che 
è riconosribile come unità funzionale. 
Non sembra che l'introduzione casuale 
di introni nel corso dell'evoluzione possa 
essere stata una fonte di questa suddivi- 
sione non casuale di geni. È molto più 
plausibile ritenere che gli introni siano 
stati presenti fin dall'inizio. In questo 
caso, io splicing autonomo dell'RNA po- 
trebbe essere stato sfruttato ancor prima 
che le cellule sviluppassero la capacità di 
rimuovere gli introni e di saldare tra loro 
regioni codificanti per peptidi, in modo 
da poter sintetizzare proteine più grandi 
e più utili. 

In che modo è avvenuta l'evoluzione 
del dna? La transcriptasi inversa è stata 
scoperta nel 1970 nei virus da Howard 
M. Temìn dell'Università del Wisconsin 
a Madison e da David Baltimore del MIT. 
Più di recente in tutte le cellule eucarioti 
è stata provata indirettamente la presen- 
za di un enzima analogo, il che suggeri- 
sce che la trascrizione inversa dell'RNA 
in dna, catalizzata da enzimi, è molto 
antica. La trascrizione inversa può per- 
ciò essere responsabile del trasferimento 
della funzione di archiviazione dell'in- 
formazione dall'RNA al più stabile dna 
nel corso dell'evoluzione, cambiamento 
che ha costituito una condizione neces- 
saria per la comparsa di cellule autodu- 
p ricantisi. Per mezzo suo, la distribuzio- 
ne di esoni e introni ne U' RNA sarebbe 
stata conservata nel dna. 

Rimane tuttora poco chiaro se il pro- 
genote, l'antenato di tutte le cellule, sia 
stato esso stesso una cellula o qualche 
cosa di intermedio. Certamente esso do- 
veva contenere dna, probabilmente dis- 
seminato di introni. Con ogni probabili- 
tà anche i geni dei primi eubatteri e ar- 
chibatteri dovevano contenere un nu- 
mero significativo di introni. Attraverso 
un'evoluzione durata innumerevoli ge- 
nerazioni, i batteri hanno ora pratica- 
mente eliminato le sequenze non codifi- 
canti dal loro dna e si sono evoluti in 
efficienti macchine produttrid di protei- 
ne. Il dna degli eucarioti, comprenden- 
do in questi anche gli esseri umani, si è 
evoluto più lentamente: i nostri geni dis- 
seminati di inutili introni e la nostra di- 
pendenza dalla maturazione dell'RNA 
per poterli rendere intellegibili probabil- 
mente ci rendono più si ni ili all'antenato 
primitivo di tutti gli esseri viventi di 
quanto lo siano i batteri. 
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Le proteine 



Sono molecole che vengono specificate dai geni; a loro volta danno 
origine a configurazioni ordinate e, in virtù del legame selettivo con altre 
molecole, costruiscono tutte le strutture essenziali alla vita, geni compresi 



Se il DNA può essere paragonato al 
progetto di quel complesso edifi- 
cio che è l'essere vivente, le pro- 
teine rappresentano i mattoni e la malta. 
In realtà esse fungono anche da «ma- 
schere» e arnesi indispensabili per il 
montaggio di una cellula o di un intero 
organismo, e svolgono addirittura le 
mansioni di operai che eseguono l'as- 
semblaggio vero e proprio. I vostri geni 
forniscono l'informazione, masiete voi le 
vostre proteine. 

Alla stessa stregua della molecola dì 
dna, una molecola proteica è un polime- 
ro lineate, cioè una catena di subunità 
legate in una sequenza contìnua. Per al- 
tri aspetti, invece, i due tipi di molecole 
sono alquanto differenti. A grandi linee, 
tutte le molecole di dna presentano la 
stessa struttura di base e svolgono la me- 
desima funzione (cioè quella di archìvio 
genetico). Le proteine, al contrario, si 
ripiegano in una notevole diversità di 
forme tridimensionali, le quali conferi- 
scono toro una corrispondente varietà di 
funzioni. Esse sono utilizzate in qualità 
dt componenti strutturali, di messaggeri 
e di recettori di messaggeri, oppure di 
marcatori dell'identità individuale e di 
proiettili che colpiscono le cellule porta- 
trici di marcatori estranei. Alcune si le- 
gano al dna e in tal modo regolano l'e- 
spressione dei geni; altre prendono parte 
alla duplicazione, alla trascrizione e alla 
traduzione dell'informazione genetica. 
Le proteine più importanti sono forse gli 
enzimi, cioè i catalizzatori che determi- 
nano la velocità e la direzione di tutte le 
reazioni biochimiche. 

Uno dei maggiori obiettivi nello stu- 
dio delle proteine è stata la conoscenza 
approfondita della loro struttura in mo- 
do da riuscire a comprenderne la funzio- 
ne. Una completa analisi strutturale è 
un'impresa laboriosa e sinora i biochimi- 
ci conoscono in maniera esauriente solo 
una limitata percentuale delle proteine 
note. Cionondimeno sono emersi alcuni 
principi generali; è ora possibile ricono- 
scere alcune strutture di base che sono 
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comuni a diverse proteine e che proba- 
bilmente svolgono funzioni simili in 
molte di loro. Di uguale interesse è il 
problema di come si siano evolute e di- 
versificate le migliaia di proteine presen- 
ti in un dato organismo. La presenza di 
strutture di base in comune implica un'e- 
voluzione complessa. Non si tratta sem- 
plicemente di una proteina che si è mo- 
dificata e quindi ha dato origine a un'al- 
tra; dev'essere piuttosto accaduto che 
frammenti di informazione genetica so- 
no stati in qualche modo prima scambia- 
ti e poi espressi in numerose proteine, 

Tra tutte le differenze funziona li delle 
proteine esiste un filo conduttore: 
per la maggior parte, le proteine espli- 
cano la loro attività legandosi in modo 
selettivo a molecole. Nel caso di una pro- 
teina strutturale spessa tale legame riu- 
nisce molecole identiche, cosi che molte 
copie della medesima proteina si aggre- 
gano formando una struttura di maggiori 
dimensioni come una fibra, una lamina 
o un tubulo. Altre proteine manifestano 
un'affinità verso molecole differenti da 
loro stesse. Gli anticorpi, per esempio, 
si legano a specìfici antigeni; l'emoglo- 
bina si combina con l'ossigeno nei pol- 
moni per poi rilasciarlo nei tessuti; i re- 
golatori dell'espressione genica si legano 
a specifiche sequenze di basi nucleotidi- 
che nel DNA. Le proteine incluse nella 
membrana cellulare e che fungono da 



recettori riconoscono molecole messag- 
gero (per esempio ormoni e neurotra- 
smettitori), lequali possono essere a loro 
volta proteine che possiedono un'affini- 
tà specifica per i recettori. In pratica tut- 
te le funzioni delle proteine sono com- 
prensibili in base a questa loro capacità 
di formare legami chimici selettivi. 

Il legame tra una proteina e una mo- 
lecola da essa riconosciuta non è fisso o 
permanente. Esso è regolato da un equi- 
librio dinamico che fa sì che le molecole 
si uniscano e si distacchino continua- 
mente. In ogni momento la percentuale 
di molecole legate dipende dalle quanti- 
tà relative delle due sostanze presenti e 
dalla loro attrazione reciproca. La forza 
del legame dipende a sua volta da come 
le strutture molecolari si adattano l'una 
all'altra e da interazioni locali specifiche, 
come l'attrazione elettrostatica o la re- 
pulsione tra regioni dotate della stessa 
carica. 

A questo riguardo gli enzimi sono 
molto simili alle altre proteìne. Un enzi- 
ma riconosce una molecola specifica (il 
substrato) e si lega a essa in equilibrio 
dinamico. Ciò che caratterizza un enzi- 
ma è il fatto che esso può indurre delle 
trasformazioni chimiche nel substrato a 
cui si è legato. Generalmente tale tra- 
sformazione consìste nella formazione o 
nella rottura di un legame chimico co- 
valente: il substrato può essere scisso in 
due parti, si può aggiungere a esso un 



Nelle proteine, il sito di tegame è rappresentativo del principale meccanismo che consente 
loro di compiere un lavoro biochimico: un'associazione stretta ma di breve durata con un'altra 
molecola. Il modello si riferisce alla struttura dell'akooldeidrogenasi, un enzima del fegato 
che trasforma l'alcool etilico in aldeide acetica: gli atomi di carbonio sono in bianco, quelli di 
ossigeno in rosso e quelli di azoto in blu. Gli atomi in violetto costituiscono una molecola di 
nicotinammideadenindinucleotide (nad), un coenzima che partecipa alla reazione catalizzata 
dall'enzima accettando uno ione di idrogeno staccatosi da una molecola di alcool. (Il sito di 
legame dell'alcool occupa un'altra sede nella proteina.) Il NAD si inserisce perfettamente in un 
incavo alla superfìcie della proteina e viene trattenuto in questa sede dall'attrazione elettro- 
statica. Molte proteine che vi si legano e coenzimi a esse correlati comprendono un dominio 
di analoga struttura, che È chiamato «piega del mono nude otide» e potrebbe essere una delle 
più antiche uniti strutturali nell'evoluzione delle proteine. Questa immagine al calcolatore e 
quelle alle pagine 66 e 67 sono di Jane M. Burridge dello IK Sci enti fi e Centre dell'invi. 



gruppo chimico oppure l'insieme dei le- 
gami al suo interno può semplicemente 
essere ridistribuita in maniera diversa. 

Il meccanismo d'azione di un enzima 
si può considerare costituito da tre stadi 
successivi. Dapprima l'enzima si lega al 
substrato, in seguito ha luogo la reazione 
chimica e infine il substrato modificato 
viene liberato. Tutti e tre gli stadi sono 
reversibili. Se un enzima si lega a una 
molecola A" e la trasforma nella molecola 
Y, è in grado di legarsi anche a V e ri- 
convertire questa molecola in X. In ef- 
fetti, nello svolgimento delle reazioni, 
esistono numerose alternative. Una mo- 
lecola, sia essa X o Y, potrebbe legarsi, 
ma poi essere liberata prima che qual- 
siasi trasformazione abbia avuto luogo, 
oppure X potrebbe essere trasformata in 
Y e in seguito essere riconvertita in X 
prima di essere liberata e così via. 

Si deve sottolineare che l'enzima in sé 
non determina la direzione della reazio- 
ne. Il rapporto tra X e Y all'equilibrio 
dipende da considerazioni termodinami- 



che; il rapporto che risulta favorito è 
quello in grado di rendere minima l'e- 
nergia lìbera. (Grosso modo, l'energia 
libera di un sistema è uguale all'energia 
di quel sistema meno la sua entropia, o 
disordine.) L'enzima accelera semplice- 
mente il raggiungimento dell'equilibrio; 
cionondimeno, è sostanzialmente in gra- 
do di controllare l'andamento di un pro- 
cesso biochimico. In assenza di un enzi- 
ma, la maggior parte delle reazioni bio- 
chimiche risulta estremamente lenta, 
mentre la presenza dell'enzima adatto 
può accelerarle di un fattore di un mi- 
lione di volte o più. Sebbene l'enzima 
non abbia influenza sulla quantità di X 
trasformata in V o viceversa, esso tutta- 
via è in grado di determinare che tale 
trasformazione abbia luogo o no. 

Un enzima accelera una reazione ab- 
bassando una barriera energetica. 
Anche quando una reazione è termodi- 
namicamente favorita, ossia quando i 
prodotti possiedono un'energia libera 



inferiore rispetto ai reagenti, può esiste- 
re uno stadio intermedio con un'energia 
libera maggiore. Gli enzimi tendono ad 
appianare questo impedimento lungo il 
percorso della reazione. Alcuni agiscono 
creando semplicemente un ambiente di- 
verso da quello del mezzo acquoso, op- 
pure favorendo uno stretto contatto tra 
i reagenti. Altri prendono una parte più 
attiva aggiungendo o sottraendo un pro- 
tone, formando legami nella molecola 
substrato o addirittura istituendo legami 
covalenti transitori tra il substrato e al- 
cune parti dell'enzima stesso. Certi en- 
zimi sono coadiuvati da molecole acces- 
sorie, i coenzimi, le quali si legano a un 
sito specifico della molecola enzimatica 
e sono in grado di fornire gruppi chimici 
funzionali che non sono presenti nell'en- 
zima stesso. 

Sono stati identificati più di 2000 en- 
zimi sulla base delle reazioni chimiche da 
essi catalizzate. Tutte queste molecole 
proteiche devono essere strutturalmente 
diverse: in altre parole, devono presen- 
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tarsi In almeno 2000 conformazioni in 
grado di riconoscere molecole specifi- 
che. Come si originano queste diverse 
strutture? L'« alfabeto» con cui sono 
espresse consiste di 20 amminoacidi spe- 
cificati dal codice genetico; ogni protei- 
na è una sequenza di amminoacidi rica- 
vata da questo alfabeto. Le proprietà 
fisiche e chimiche della proteina dipen- 
dono da come la catena di amminoacidi 
si ripiega nello spazio tridimensionale. 

Tutte le informazioni necessarie a de- 
finire la struttura tridimensionale di una 
proteina sono contenute nella sequenza 
di amminoacidi. A mano a mano che la 



sequenza si forma sul ribosoma, si avvol- 
ge in modo da rendere minima l'energia 
libera; in altre parole, assume la confi- 
gurazione più «comoda». In teoria, se si 
conoscessero tutte le forze che agiscono 
sulle migliaia di atomi presenti in una 
proteina e sulle molecole del solvente 
circostante, si potrebbe prevedere la 
struttura tridimensionale della proteina 
semplicemente in base alla sequenza de- 
gli amminoacidi. Tale calcolo non è per 
il momento attuabile. 

1 20 amminoacidi sono tutti costituiti 
da una comune base strutturale. Essi 
possiedono un gruppo amminico (NHi) 



a una estremità e un gruppo carbossilico 
(COOH) all'altra; entrambi i gruppi so- 
no connessi a un atomo di carbonio cen- 
trale, il carbonio alfa. Al carbonio alfa 
sono anche legati un atomo di idrogeno 
e un quarto gruppo, la catena laterale. 
La differenza tra un amminoacido e l'al- 
tro dipende esclusivamente dalla natura 
della catena laterale. 

L'impalcatura di sostegno della pro- 
teina è costituita da amminoacidi legati 
tra loro testa-coda: il gruppo amminico 
di un'unità si lega con il gruppo carbos- 
silico dell'unità successiva. Questo lega- 
me si forma per rimozione di una mole- 
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I 20 amminoacidi specificati dal codice genetico sono i componenti 
base di tutte le proteine. Nello schema sono legati testa-coda formando- 
mi anello (che non corrisponde alla struttura di alcuna proteina reale); 
sono indicate anche le rispettive sigle a tre e a una lettera. Gli ammi- 
noacidi che hanno proprietà chimiche simili sono posti l'uno accanto 
all'altro. Una classificazione approssimativa in cinque gruppi si basa 
sulle dimensioni della catena laterale dell'amminoacido e sul suo grado 
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di polarità. (Una molecola polare possiede regioni distinte, caratteriz- 
zate da cariche elettriche positive e negative.) Questi fattori esercitano 
una notevole influenza sul ripiegamento delta proteina. Nell'evoluzio- 
ne di una proteina è più probabile che una forma mutante sia conser- 
vata se un amminoacido è sostituito da un altro con proprietà simili 
(e pertanto vicino sull'anello). L'anello ricorda quello che e stato 
proposto da Rosemaiie M. Swanson della Texas A&M University. 



cola d'acqua, il che dà la struttura 
— CO — NH — . Il legame carbonio-azo- 
to formatosi in tal modo è il legame 
peptidico e la catena di amminoacidi è 
un polipepttde. 

Le proprietà del legame peptidico im- 
pongono alcune limitazioni al ripiega- 
mento del polipeptide. Vi sono elettroni 
in comune tra gli atomi di ossigeno, car- 
bonio e azoto e ciò conferisce al legame 
una resistenza alla torsione: esso si op- 
pone alla rotazione attorno al proprio 
asse. Come risultato, ogni unità di lega- 
me peptidico giace in un piano e il po- 
lipeptide si deve ripiegare quasi esclusi- 
vamente attraverso rotazioni dei legami 
del carbonio alfa. Il suo scheletro più che 
a un flessibile filo di perle può essere 
paragonato a una catena articolata di 
lamine piatte. 

Le proprietà delle catene laterali sono 
' le principali responsabili del ripiega- 
mento della catena polipeptidica. Le in- 
terazioni di una catena laterale con 
un'altra e con le molecole presenti nel 
mezzo circostante possono costringere il 
polipeptide a raggomitolarsi in un globu- 
lo compatto con una conformazione ben 
precisa e stabile. 

Alcuni amminoacidi sono molecole 
dotate di polarità: sebbene essi siano 
nell'insieme elettricamente neutri, pre- 
sentano concentrazioni locati di cariche 
positive e negative. La polarità è legata 
alla presenza di atomi di ossigeno e di 
azoto, che hanno una forte affinità per 
gli elettroni. Pochi amminoacidi non so- 
lo sono polari, ma portano anche una 
carica elettrica netta; in altre parole, essi 
sono ionizzati in condizioni fisiologiche. 
Altre catene laterali (in generale quelle 
composte esclusivamente da carbonio e 
idrogeno) sono non polari. Le catene 
laterali polari hanno una forte tendenza 
a cercare un ambiente polare, mentre 
quelle non polari tendono a venire se- 
gregate in zone non polari. L'acqua, il 
mezzo in cui la maggior parte delle pro- 
teine si trova immersa, è una sostanza 
fortemente polare. Quando una catena 
laterale polare o con carica netta si pro- 
tende in un ambiente acquoso, le mole- 
cole d'acqua assumono una disposizione 
ordinata. La presenza di una catena la- 
terale non polare nell'acqua sconvolge 
questo allineamento di cariche. 

La conseguenza principale di queste 
interazioni è che una catena polipeptidi- 
ca tende ad avvolgersi in modo tale da 
esporre in superficie le catene laterali 
polari trattenendo all'interno quelle non 
polari. Un'eccezione a questa regola è 
rappresentata dalle proteine incluse nel- 
le membrane cellulari. Una membrana 
cellulare è costituita da molecole lipidi- 
che, non polari, e la porzione di proteina 
che l'attraversa è composta verosimil- 
mente da amminoacidi perloppiù non 
polari, i quali ancorano la porzione di 
proteina alla membrana. 

L'attrazione elettrostatica tra una ca- 
tena laterale polare e l'acqua è una for- 
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La struttura degli amminoacidi limita il ripiegamento della proteina. In un amminoacido isolato 
quattro gruppi chimici sono legati all'atomo di carbonio alfa (centrale): un gruppo amminico 
(Ml;i, un carbossile (COOH), un atomo di idrogeno e una catena laterale (H). 1 20 ammi- 
noacidi si differenziano solo per la natura delle catene laterali. In una proteina il gruppo 
amminico di un amminoacido si lega al carbossile ili un altro formando un legame peptidico 
(con perdita di una molecola d'acqua). La condivisione di elettroni tra atomi di azoto, carbonio 
e ossigeno fa si che il legame non subisca torsione, cosi che ogni unità amminoacidica sia un 
piano rìgido. La proteina si ripiega solo mediante rotazioni attorno ai tegami del carbonio alfa. 




LAMINA BETA A CATENE ANTIPARALLELE 




L'alfa- elica e ta lamina beta sono unità strutturali frequenti nelle proteine. La sequenza ammi- 
noacidica di una proteina è la struttura primaria: non appena viene sintetizzata, alcune sue re- 
gioni si ripiegano spontaneamente assumendo la configurazione di alfa-eliche e di lamine beta, 
che costituiscono Li struttura secondaria; le alfa-eliche e le lamine beta vengono a loro volta 
riunite nella struttura terziaria. Sia le une sia le altre sono rese stabili da legami a idrogeno (linee 
tratteggiale in colore), nei quali un idrogeno funge da ponte tra atomi di ossigeno e di azoto. 
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La conformazione del dominio dell'alcooldeidrogenasi che lega il coenzìma È rappresentata in 
due modi. Il modello a sfere compatto (in aito) mette in evidenza l'aspetto della superfìcie, 
mentre il modello ad asticelo le (in basso) rivela la struttura interna. In queste immagini sono 
mostrate l'intera impalcatura di sostegno del polipeplide e le catene laterali di tutti gli ammi- 
noacidi, ma sono omessi gli atomi di idrogeno. Il ripiegamento della catena può sembrare 
casuale, ma in realtà è molto specifico: ogni molecola di alcoolde idrogenasi si avvolge sempre 
nello stesso modo. Il dominio, che interessa circa la metà della molecola, è mostrato da un 
altro punto di vista nell'illustrazione a pagina 63. Qui il sito di legame del Smì è in basso. 



ma di legame a idrogeno, nei quate un 
atomo di idrogeno funge da ponte tra 
atomi di ossigeno e di azoto portatori di 
carica. Il legame a idrogeno tra un atomo 
e un altro all'interno della proteina stes- 
sa contribuisce a stabilizzare la struttura 
dì quest'ultima. 

I legami a idrogeno sono più deboli di 
quelli covalenti presenti nell'impalcatu- 
ra polipeptidica. Inoltre, gli atomi di una 
proteina che sono uniti l'uno all'altro 
tramite legami a idrogeno potrebbero in 
ugual maniera essere uniti mediante lo 
stesso tipo di legame a molecole d'ac- 
qua; la differenza di energia tra le due 
configurazioni è piccola. Tuttavia, dato 
che molti legami a idrogeno si formano 
simultaneamente allorché il polipeptide 
si ripiega, essi danno un contributo enor- 
me alla stabilità della struttura. 

È presente anche un altro tipo di le- 
game che può unire trasversalmente re- 
gioni della molecola. L'amminoacido ci- 
sterna possiede un gruppo solfidrilico 
(SH) all'estremità della sua catena late- 
rale. Se la proteina comprende due unità 
di cisterna, queste possono combinarsi 
formando un legame disolfuro covalente 
( — S — S — ). Questi legami trasversali 
sono molto più forti di quelli a idrogeno. 

La sequenza di amminoacidi di una 
1 proteina è la struttura primaria della 
proteina, mentre la conformazione tridi- 
mensionale completa di una singola ca- 
tena polipeptidica è la struttura terziaria . 
Come si può intuire da questa termino- 
logia, esiste un Uve Ho intermedio di or- 
ganizzazione: la struttura secondaria. 
Questa descrive il ripiegamento locale 
della catena in termini di unità struttu- 
rati, presenti sostanzialmente in tutte le 
proteine. 

Circa 35 anni fa Linus Pauling dimo- 
strò che l'impalcatura di una proteina 
può avvolgersi in una stretta dica, resa 
stabile da numerosi legami a idrogeno: 
chiamò questa struttura alfa-etica. L'eli- 
ca compie un giro ogni 3,6 unità ammi- 
noacidiche e, ogni quattro unità, si for- 
mano tra gli ammminoacidt dei legami a 
idrogeno. Questi non interessano le ca- 
tene laterali, ma si estendono invece dal 
gruppo NH di un peptidc a quello CO 
di un altro ; per questo motivo la stabilità 
dell'elica non dipende strettamente dalle 
caratteristiche delle catene laterali e, in 
effetti, sono molte le sequenze di ammi- 
noacidi che possono assumere sponta- 
neamente la forma di un'alfa-elica. 

Quasi contemporaneamente, Pauling 
propose una seconda configurazione sta- 
bile che definì beta (a lamine pieghetta- 
te). In questo caso segmenti di catena 
polipeptidica sono disposti l'uno accanto 
all'altro o parallelamente o antiparatle- 
lamente, con legami a idrogeno che con- 
nettono sequenze adiacenti. Anche qui 
questi legami congiungono i gruppi NH 
e CO della catena principale. 

Alcune proteine sono composte pre- 
valentemente da alfa-eliche, in altre in- 
vece predominano le lamine pieghettate 



della configurazione beta. In una tipica 
proteina globulare l'interno è costituito 
da un fascio di lamine beta che decorro- 
no avanti e indietro diametralmente, 
mentre la superficie è rivestita da alfa-e- 
liche. Le eliche esterne generalmente 
manifestano una periodicità tipica nella 
sequenza degli amminoacidi. Le catene 
laterali non polari sono presenti in cor- 
rispondenza di ogni terza o quarta posi- 
zione e sono proiettate verso l'interno 
della molecola; le rimanenti catene late- 
rali, esposte all'ambiente acquoso, ten- 
dono a essere polari. 

Recentemente è stato scoperto ancora 
un altro livello intermedio di strut- 
tura per le proteine. Per esempio, un 
elemento strutturale presente in nume- 
rose proteine consiste di due lamine beta 
unite da un segmento di alfa-elica. Que- 
sti tre segmenti si connettono comoda- 
mente tra loro quando assumono una 
particolare angolazione. Una configura- 
zione di questo tipo, che comprende ti- 
picamente da 30 a 150 amminoacidi, è 
detta «dominio». Essa si può considera- 
re come una unità singola dal momento 
che ta sua conformazione è determinata 
quasi interamente dalla sequenza ammi- 
noacidica. Il dominio beta-alfa- beta è di 
particolare importanza perché, quando 
ve ne sono due uno accanto all'altro for- 
mano una sorta di fenditura che spesso 
funge da sito di legame. 

Una tipica proteina globulare com- 
prende circa 350 amminoacidi che po- 
trebbero ripiegarsi in innumerevoli mo- 
di, regolati tuttavia da un a gerarchia rap- 
presentata dalle strutture di maggiori di- 
mensioni. Le interazioni locali tra ammi- 
noacidi vicini danno orìgine ad alfa-eli- 
che, a lamine beta o ad altre forme di 
struttura secondaria. Queste configura- 
zioni, che si comportano più o meno co- 
me unità coerenti, si organizzano a loro 
volta in domini, ta disposizione geome- 
trica dei quali costituisce la struttura ter- 
ziaria. La presenza di domini e strutture 
secondarie uguali in molte proteine de- 
pone a favore dell'ipotesi che non si trat- 
ti di mere astrazioni artificiose, introdot- 
te dai biochimici, ma piuttosto di ete- 
menti fondamentali per l'evoluzione e la 
diversificazione delle proteine. 

Motte proteine hanno un livello orga- 
nizzativo superiore alla struttura terzia- 
ria. Esse sono composte da molteplici 
filamenti polipeptidici connessi da sva- 
riati legami deboli e talvolta ulterior- 
mente consolidati da legami disolfuro. 
Alcune proteine presentano anche com- 
ponenti non peptidiche. Gli ioni metal- 
lici, per esempio, sono essenziali per l'at- 
tività di alcuni enzimi e una struttura, 
l'anello porfirinico, si trova nell'emoglo- 
bina, nella clorofilla e in un certo nume- 
ro di altre proteìne. Motte proteine sono 
anche «decorate» in superfìcie da catene 
glucidiche. Queste caratteristiche addi- 
zionali della struttura proteica sono ela- 
borazioni successive alla sintesi della 
molecola polipeptidica. 




La struttura secondaria dell'atcoolde idrogenasi consiste di numerose alfa-eliche e lamine beta 
collegate da brevi segmenti a struttura «casuale». Il dominio che lega il nai> e in verde e giallo; 
il dominio catalitico, che forma un legame con una molecola d'alcool, è in blu. Una molecola 
di nad legata appare al centro, in lilla, vicino al punto dove si congiungono i vari domini. 



In un certo senso è straordinario che 
una proteina qualsiasi assuma costante- 
mente un'unica conformazione ben de- 
finita ; la con dizione ripiegata possie de in 
effetti un'energia libera inferiore a qual- 
siasi configurazione alternativa, ma la 
differenza è piccola. In un'alfa-etica i le- 
gami a idrogeno tra le unità peptidiche 
riducono l'energia, ma se l'elica venisse 
svolta, i medesimi siti formerebbero le- 
gami a idrogeno con l'acqua. Inoltre, 
poiché un'elica è una struttura ordinata, 
essa possiede una bassa entropia, che 
tende ad aumentare l'energia libera. È 
importante sottolineare ebe non tutti i 
polipeptidi hanno una configurazione ri- 
piegata stabile. Le sequenze casuali di 
amminoacidi costruite artificialmente 
sono in genere eliche flessibili e allentate 
che passano continuamente da una con- 
figurazione all'altra. Le proteine dei si- 
stemi biologici sembrano rapprensenta- 
re un sottogruppo di polipeptidi selezio- 
nati per la loro stabilità di struttura. 

Come è stata scoperta la struttura del- 
le proteine? Tra tutti i metodi impiegati 
nello studio delle proteine, il più efficace 
si è rivelato la cristallografia a raggi X. 
L'idea base di questa tecnica è quella di 
ottenere un'immagine di diffrazione fa- 
cendo attraversare dai raggi X un cam- 
pione di proteina cristallizzata. A causa 
della struttura periodica del cristallo, 
l'immagine è essenzialmente identica a 
quella che si otterrebbe se si esaminasse 
una singola molecola proteica. Dall'im- 
magine di diffrazione si può costruire 
una mappa che, oltre a mettere in evi- 
denza la densità degli elettroni nella pro- 
teina, consente di dedurre l'andamento 



della catena principale e le posizioni del- 
le catene laterali. 

La cristallografia a raggi X fornisce 
' un'immagine tridimensionale di una 
proteina con un dettaglio a livello ato- 
mico. Attraverso studi di questo genere 
sono stati individuati i principali aspetti 
della struttura proteica: per esempio, la 
parte interna della proteina è piena di 
catene laterali non polari: l'alfa-elica e 
la lamina beta sono tutt'altro che strut- 
ture ipotetiche; le proteine sono perlop- 
più globuli compatti, ma con superfici 
increspate, e via dicendo. 1 cristallografi 
hanno anche confermato l'esistenza di 
domini e scoperto comunanza di schemi 
organizzativi tra di essi. 

La struttura tridimensionale di tutte le 
proteine potrebbe in teoria essere stu- 
diata mediante la cristallografìa a rag- 
gi X, ma di fatto ciò non si realizza. In 
primo luogo cristallizzare una proteina 
richiede spesso una notevole abilità chi- 
mica e la successiva analisi dei diffratto- 
grammi è ardua. Ci sono voluti 23 anni 
per ottenere la mappa della struttura 
dell'emoglobina e fino a oggi sono state 
risolte solamente le strutture tridimen- 
sionali di un centinaio di proteine. 

Vi fu un periodo, negli anni cinquanta, 
in cui la semplice determinazione della 
sequenza amminoacidica di una protei- 
na rappresentava un'operazione difficile 
e laboriosa, anche nel caso di molecole 
molto piccole. La composizione comple- 
ta di una proteina fu scoperta per la pri- 
ma volta prendendone un campione, 
scindendo tutti i legami peptidici e mi- 
surando la quantità di ogni amminoaci- 
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Si può ripercorrere l'evoluzione delle proteine confrontando sequenze di amminoacidi. Il 
numero di posizioni amminoacidiche per le quali due proteine si diversificano è una misura 
della loro distanza evolutiva, ma questo rapporto non è una semplice questione di proporzio- 
nalità. Un singolo sito può subire ripetute mutazioni, cosi che il numero reale di sostituzioni 
di amminoacidi è generalmente maggiore del numero di differenze osservate. Inoltre, nel 
paragonare due sequenze è necessario tener conto dì inserzioni, delezioni e sostituzioni. 
Pertanto, per proteine identiche in meno del 15 per cento delle posizioni non si può distinguere 
una discendenza comune da una coincidenza fortuita. Molte delle correlazioni evolutive più 
interessanti si trovano nella cosiddetta «zona d'ombra» tra il 15 e il 25 per cento di identità. 



do presente. In altri casi i campioni fu- 
rono digeriti solo parzialmente, lascian- 
do piccoli frammenti dei quali fu possi- 
bile determinare a loro volta la compo- 
sizione in amminoacidi. Con uno specia- 
le artificio chimico fu possibile scoprire 
quale amminoacido si trovava alla fine 
di ogni frammento e, avendo raccolto 
informazioni su molti frammenti adia- 
centi, ci si è potuti cimentare nella solu- 
zione dell'elaborato rompicapo dell'in- 
castro dei vari pezzi. 

Negli anni sessanta la tecnica di analisi 
delle sequenze migliorò in modo note- 
vole e nel 1 970 tale procedimento venne 
automatizzato. Gli amminoacidi veniva- 
no rimossi uno alla volta dall'estremità 
N-terminale della catena polipeptidica e 
identificati. Rimaneva, tuttavia, la limi- 
tazione dovuta alla lunghezza massima 
della catena che si era in grado di esami- 
nare, il che rendeva ancora indispensa- 
bile ridurre in frammenti le proteine di 
grandi dimensioni. 

In anni recenti un metodo indiretto di 
analisi delle sequenze ha quasi comple- 
tamente sostituito le tecniche tradizio- 
nali. La chiave di questo nuovo metodo 
sta nel fatto che è molto più semplice 
determinare la sequenza nucleotidica di 



una molecola di dna che la sequenza 
amminoacidica di una proteina. Se è di- 
sponibile un segmento di DNA del quale 
si conosce la proteina specificata, è sem- 
plice determinare la sequenza di questo 
segmento e tradurre ogni suo codone nel 
corrispondente amminoacido. 

L'unica operazione difficile è scoprire 
il segmento di DNA che codifica per 
la proteina. Il primo passo, secondo una 
certa metodica, è analizzare circa 25 am- 
minoacidi all'estremità N-terminale del- 
la proteina. Un frammento adatto di cir- 
ca 5-7 amminoacidi entro questa zona 
viene «tradotto a ritroso» in una sequen- 
za nucleotidica. Il procedimento non è 
privo di ambiguità: sebbene ogni codone 
specifichi esattamente un amminoacido, 
gli amminoacidi in maggioranza possono 
essere specificati da più di un codone. 
Perciò conviene scegliere una sequenza 
che sia il meno ambigua possibile e otte- 
nere poi una molecola di DNA da ogni 
possibile traduzione a ritroso. Per esem- 
pio, se gli amminoacidi includono un'u- 
nità di istidina, il dna comprenderà en- 
trambi i codoni CAT e CAC nella posi- 
zione esatta; sono questi i due codoni 
che specificano l'isti din a. 



Il dna tradotto a ritroso funge da son- 
da per scoprire sequenze complementari 
di DNA. Esso è marcato con un isotopo 
radioattivo del fosforo ed è in grado di 
formare ibridi con il dna di una vasta 
gamma di frammenti di geni clonati. I 
cloni contenenti una sequenza comba- 
ciarne possono venire facilmente identi- 
ficati in base alla presenza dì fosforo ra- 
dioattivo; essi vengono isolati, replicati 
in maggior quantità e, infine, se ne de- 
termina la sequenza. Sebbene i! metodo 
possa sembrare tortuoso, è comunque 
più semplice e più accurato dell'analisi 
chimica diretta dei frammenti di protei- 
ne. Grazie a esso sono ora note circa 
4000 sequenze polipeptidiche. 

Il genetista Theodosius Dobzhansky 
una volta scrisse: «In biologia nulla ha 
significato se non alla luce dell'evoluzio- 
ne». Lo stesso concetto è valido per la 
struttura delle proteìne; essa ha signifi- 
cato soltanto in termini di evoluzione 
delle proteine. Proprio come tutti gli or- 
ganismi viventi discendono da pochi 
progenitori, cosi la grande maggioranza 
delle proteine deve essere derivata da un 
numero ristretto di archetipi. 

Le prove a sostegno di questa afferma- 
' zione provengono da fonti molto va- 
rie e le descriverò solo brevemente. La 
prova più evidente è la indubbia difficol- 
tà di «inventare» una proteina ex novo. 
Come ho già ricordato, la maggior parte 
dei poi ipeptidi ottenuti casualmente non 
riesce neppure ad avvolgersi e tanto me- 
no manifesta un'attività biologica; è de- 
cisamente più probabile che una protei- 
na abbia origine attraverso la modifica- 
zione di un'altra proteina preesistente. 
Vi sono numerose prove di questo pro- 
cesso nelle sequenze di amminoacidi co- 
dificate da più di un segmento dì DNA in 
un dato genoma. Inoltre, nelle proteine 
che si ripiegano in modo da formare do- 
mini circoscritti i cristallografi scoprono 
costantemente le medesime configura- 
zioni in collocazioni diverse; sembra che 
una sottostruttura dimostratasi utile una 
volta, venga poi utilizzata ripetute volte. 

Il meccanismo primario nell'evoluzio- 
ne delle proteine è la duplicazione geni- 
ca, nel corso della quale una cellula fini- 
sce per avere due copie (o più) di un 
singolo gene. Una delle copie mantiene 
la sua funzione originaria, così che la 
vitalità dell'organismo non è compro- 
messa dalla mancanza di una proteina 
essenziale. La copia ridondante è dun- 
que libera di subire mutazioni senza le 
limitazioni imposte dalla selezione natu- 
rale. La maggior parte delle mutazioni 
produce proteine non funzionali, ma oc- 
casionalmente un cambiamento vantag- 
gioso può dare luogo a una versione mi- 
gliorata della proteina originaria oppure 
a una proteina con una funzione comple- 
tamente nuova. 

Esistono due aspetti, nello studio del- 
l'evoluzione delle proteine, che devono 
essere mantenuti ben distinti. Si può esa- 
minare la medesima proteina in specie 



diverse osservando come si è trasforma- 
ta la sua struttura nel corso dell'evolu- 
zione. Per esempio, la sequenza ammi- 
noacidica del citocromo e, una proteina 
in grado di trasportare elettroni, è stata 
determinata in più di 80 specie, dai bat- 
teri all'uomo. Deriva da questo genere 
di studi una tassonomia degli organismi 
basata sulle correlazioni esistenti tra le 
loro proteìne. Un'altra possibilità è con- 
frontare le strutture di varie proteine 
nell'ambito di una singola specie. Si può 
tentare cosi di costruire l'albero genea- 
logico delle proteine stesse. 

Confronti tra una specie e l'altra of- 
frono considerevoli possibilità di appro- 
fondire le conoscenze nella chimica delle 
proteine. La più comune variazione tra 
organismi strettamente correlati è la so- 
stituzione di un amminoacido con un al- 
tro di caratteristiche simili, così che la 
struttura globale della proteina non ven- 
ga alterata. Guanto più le distanze evo- 
lutive tra le specie aumentano, tanto più 
le sequenze differiscono tra loro. Alla 
fine la parentela fra sequenze non sarà 
più riconoscibile, anche se le due protei- 
ne sono senza tema d'errore uguali nella 
struttura terziaria. Guesto significa che 
sequenze di amminoacidi completamen- 
te diverse possono ripiegarsi e assumere 
la medesima conformazione. 

Se si paragonano proteine diverse nel- 
l'ambito di una singola specie appare 
evidente che esistono ampie famiglie di 
molecole tra loro correlate. Per esempio, 
la mezza dozzina di polipeptidi che co- 
stituiscono le diverse forme di emoglo- 
bina e il singolo polipeptide della mio- 
globina mostrano evidenti somiglianze 
tra loro. Essi non solo sono analoghi 
(cioè simili nella funzione), ma anche 
omologhi (cioè derivati da un progeni- 



tore comune). Tra gli enzimi non è in- 
frequente scoprire che quelli che cataliz- 
zano reazioni simili possiedono spesso 
sequenze omologhe. La glutationridut- 
tasi e la lipoammideriduttasi sono un 
chiaro esempio di quanto affermato. En- 
trambe catalizzano il trasferimento di io- 
ni dì idrogeno in composti contenenti 
zolfo: esse sono identiche in più del 40 
per cento delle posizioni dei loro ammi- 
noacidi. Un analogo grado di omologia 
è evidente anche tra chimotripsìnogeno 
e tripsinogeno e tra orni tin tran scarbam- 
milasi e aspartatotranscarbammilasì. 

Quanto più appare lontana nel tempo 
l'affinità tra proteine, tanto più dif- 
ficile è scoprire un'omologìa tra le se- 
quenze, inoltre, l'interpretazione mate- 
matica dei risultati ottenuti dal confron- 
to delle sequenze è tale che sequenze 
non correlate possono manifestare illu- 
sorie somiglianze. In breve, d si potreb- 
be aspettare che due polipeptidi scelti 
casualmente siano identici per circa il 5 
per cento delle posizioni dei loro ammi- 
noacidi: dopo tutto esistono solo 20 am- 
minoacidi. Se il confronto sì potesse fare 
solo scrivendo le sequenze una sopra al- 
l'altra e prendendo nota delle uguaglian- 
ze, il limite del 5 percento sarebbe buo- 
no, ma in realtà è necessario ricorrere a 
un metodo più sofisticato. 

Una proteina può essere alterata non 
solo per sostituzione di un amminoacido 
con un altro, ma anche per delezione o 
inserzione di amminoacidi. Supponiamo 
che due proteine siano identiche, ma che 
una abbia perso il suo primo amminoa- 
cido; se non si tenesse in alcun conto 
questo fatto, quelle proteine apparireb- 
bero non correlate tra loro. D'altro can- 
to, se non si ponessero limiti alle inser- 



zioni e delezioni di amminoacidi, due 
proteine qualsiasi potrebbero arbitraria- 
mente risultare correlate tra loro. In pra- 
tica, il confronto tra sequenze viene ef- 
fettuato mediante un programma al cal- 
colatore che premia le effettive ugua- 
glianze tra amminoacidi identici o simili 
e impone penalità a inserzioni e delezio- 
ni. Anche così, quando il numero di po- 
sizioni identiche scende al di sotto del 1 5 
per cento è praticamente impossibile di- 
stinguere una somiglianza fortuita da 
una comune discendenza. 

Nel ricostruire la genealogia delle pro- 
teine le correlazioni di maggior interesse 
sono quelle tra sequenze che. tenuto 
conto delle delezioni e delle inserzioni, 
sono identiche per il 15-25 per cento. È 
in questa «zona d'ombra» che vanno ri- 
cercate le radici della genealogia delle 
proteine per scoprire molecole che han- 
no precocemente imboccato strade dì- 
vergenti nel corso della loro evoluzione. 

All'inizio degli anni sessanta è risulta- 
to evidente che un archivio di sequenze 
amminoacidiche avrebbe facilitato gli 
studi sull'evoluzione delle proteine ed è 
stato nel 1965 che Richard Eck e Mar- 
garet O. Dayhoff hanno pubblicato il 
primo volume di una serie dal titolo 
A tlas fo r Proteìn Sequence and Struaure . 
Il loro obiettivo era pubblicare annual- 
mente «tutte le sequenze che potessero 
trovare spazio in un volume». Tuttavìa, 
è risultato presto che questo volume sa- 
rebbe dovuto essere molto spesso e per- 
tanto il nastro magnetico del calcolatore 
si è dimostrato ben presto più efficiente 
come mezzo operativo per il confronto. 
Oggi, qualsiasi ricercatore che disponga 
di un terminale può accedere a grandi 
banche dati istituite per le sequenze. 

Circa 10 anni fa, lavorando su dati 
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La paleontologia molecolare rivela una discendenza cornane per cin- 
que proteine di specie diverse, ognuna rappresentata da una sequenza 
iti amminoacidi indicati con una sola lettera come nell'illustrazione a 
pagina 64; uno stesso colore identifica gli amminoacidi con proprietà 
analoghe. I tratteggi Indicano lacune o inserzioni. L'ovaibumina è una 
proteina abbondante nell'albume d'uovo: t'antitrombina III e l'alfa- 1 - 



-an ti trip sina si trovano nel plasma sanguigno; la prò teìna Z è sfata 
scoperta di recente nei semi d'orzo e l'angiolensinogeno è il precursore 
di una piccola proteina ebe regola la pressione sanguigna. L'anlitrom- 
bìna III e l'ai fa- 1- antitrip sin a sono inibitori delle proteasi (enzimi che 
scindono te catene delle proteine). Le funzioni delle altre proteine non 
erano note, ma ora sembra che anch'esse siano inibitori delle proteasi. 
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ricavati da quell'atlante, ho iniziato a 
studiare la filogenesi di certe proteine. In 
breve tempo sono stato in grado di ge- 
stire una mia personale banca dati, e 
ogni volta che veniva comunicata una 
nuova sequenza, la inserivo in essa per 
controllare se assomigliava a qualche co- 
sa di già noto. Il numero delle somiglian- 
ze è stato sorprendentemente elevato. 

Vorrei fornirvi un esempio dì come 
opera questa paleontologia mole- 
colare. Alla fine degli anni settanta, Staf- 
fan Magnusson con i suoi collaboratori, 
dell'Università di Aarhus in Danimarca, 
hanno determinato la sequenza di am- 
minoacidi dell'antitrombina III, protei- 
na del plasma sanguigno dei vertebrati, 
che neutralizza la trombina, fattore di 
coagulazione del sangue la cui modalità 
d'azione è quella di una proteasi, enzima 
che scinde le proteine. Pressappoco nel 
medesimo periodo un secondo gruppo di 
ricerca ha comunicato la sequenza del- 
l'alfa- 1 -antitripsina, un altro inibitore 
delle proteasi presente nel plasma. Il 
gruppo danese ha paragonato le due se- 
quenze, scoprendo che esse erano iden- 
tiche in 120 siti su 390: dunque un'omo- 
logia di circa il 30 per cento. Era ovvio 
che le due sequenze avessero avuto ori- 
gine da una comune proteina ancestrale. 

Non molto tempo dopo, alcuni ricer- 
catori della National Biomedicai Re- 
search Foundation presso l'Università di 
Georgetown hanno introdotto nel calco- 
latore la sequenza dell 'ovalbu mina, una 
proteina abbondante nell'albume d'uo- 
vo, e hanno scoperto che assomigliava 
all'antitrombina e all'alfa- 1 -antitripsina, 
anche qui con un'omologia di circa il 30 
per cento. Questa scoperta è stata sor- 
prendente dal momento che fino ad al- 
lora nessuno conosceva la funzione svol- 
ta dall'ovalbumina. A questo punto do- 
veva essere presa in considerazione la 
possibilità che essa fosse un inibitore 
delle proteasi. 

Nel 1983 un gruppo giapponese ha 
pubblicato la sequenza dell'angiotensi- 
nogeno, il precursore dì un pìccolo or- 
mone peptidico che regola la pressione 
sanguigna. Sebbene l'ormone in sé sia 
formato da soli 10 amminoacidi, il suo 
precursore comprende circa 400 unità 
amminoacidiche. Quando ho confronta- 
to la sequenza dell'angiotensinogeno 
con le sequenze della mia banca dati, 



l'analisi ha rivelato un basso grado di 
somiglianza con l'alfa- 1-an ti tripsina. La 
somiglianza era fra quelle comprese nel- 
la «zona d'ombra», dato che raggiunge- 
va solo il 20 per cento di identità. Tut- 
tavia, un'analisi statistica mi ha convinto 
che le due proteine erano membri della 
stessa famiglia. Da quel momento altri 
hanno compiuto osservazioni compro- 
vanti questa ipotesi e ora non esistono 
dubbi sulla loro parentela. 

Un altro gruppo danese ha recente- 
mente aggiunto un quinto ramo a questo 
inatteso albero di proteìne correlate: si 
tratta di una sostanza dalla funzione sco- 
nosciuta, presente nei semi d'orzo e 
chiamata proteina Z, Le dimensioni di 
questa molecola sono soltanto la metà di 
quelle delle proteine sopracitate (circa 
200 amminoacidi), ma la sua affinità con 
esse è ugualmente evidente. In effetti, 
questa dimensione dimezzata si accorda 
bene con l'osservazione sperimentale 
che altre proteine della famiglia presen- 
tano due domini principali. 

La scoperta di queste cinque proteine 
correlate in collocazioni differenti dà 
due suggerimenti. Primo, anche se non 
è possibile dimostrare che le 4000 se- 
quenze amminoacidiche note a tutt'oggi 
rappresentano una significativa frazione 
di tutte le proteine, si è giunti a un punto 
in cui qualsiasi sequenza appena deter- 
minata ha buone probabilità di assomi- 
gliare a un'altra già registrata. Secondo, 
alcune sequenze amminoacidiche pre- 
senti su vasta scala si sono dimostrate 
così utili in biochimica che sono state 
riutilizzate più e più volte in differenti 
contesti. Queste unità funzionali posso- 
no spesso essere identificate con i domini 
riconosciuti negli studi strutturali. 

Uno dei domini a più ampia distribu- 
zione è stato scoperto nel 1974 da 
Michael G. Rossmann e collaboratori, 
della Purdue University. Sulla base di 
diffrattogrammi a raggi X questi ricerca- 
tori hanno osservato che molti enzimi 
possedevano un'importante caratteristi- 
ca in comune: sebbene avessero struttu- 
re nell'insieme molto diverse, essi com- 
prendevano tutti un dominio di circa 70 
amminoacidi che presentava essenzial- 
mente il medesimo schema di ripiega- 
mento. Quegli enzimi avevano anche 
funzioni notevolmente diverse, ma ave- 
vano in comune la capacità di legare certi 
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coenzimi: in specie il nicotinammidea- 
denindinucieotide (nad), il flavinmono- 
nucleotide (fmn) o l'adenosin monofo- 
sfato (amp). Tutte queste molecole com- 
prendono un mononucleotide nella loro 
struttura. Il dominio onnipresente negli 
enzimi è il sito di legame per questo mo- 
nonucleotide: Rossmann lo ha chiamato 
la «piega del mononucleotide». 

Questa scoperta ha portato Rossmann 
a formulare l'audace ipotesi che il domi- 
nio scoperto in tutti questi enzimi fosse 
quanto restava di una primitiva proteina 
risalente a epoche precellulari. La sua 
capacità di legare nucleotidi era cosi im- 
portante che fu incorporato in molti en- 
zimi prototipo che apparvero nei primi 
sistemi viventi. Esso è ancora riconosci- 
bile oggi. 

Il modello è affascinante. È probabile 
che le prime proteine funzionanti fosse- 
ro piccole e che la loro proprietà princi- 
pale fosse quella di legare altre moleco- 
le. Se due proteine di piccole dimensioni, 
capaci di legare molecole diverse, ugual- 
mente piccole, venivano unite poteva 
avere inizio una sorta di catalisi rudi- 
mentale. Una volta avviata, una succes- 
sione di duplicazioni geniche poteva 
produrre una vasta famiglia di proteine 
stabili. All'inizio le proteine disordina- 
tamente ammassate sarebbero state mal 
costruite e inefficienti. Tuttavia, le op- 
portunità di miglioramento sarebbero 
state numerose e la selezione naturale di 
strutture mutanti avrebbe dominato gli 
eventi. Alla fine le proteine sarebbero 
divenute così perfettamente adattate al- 
la loro funzione e gli enzimi così efficien- 
ti che sarebbe prevalso «il rifiuto da par- 
te della natura» di ulteriori mutanti. 

Non molto tempo dopoché Rossmann 
aveva suggerito che le proteine pri- 
mitive potevano essersi formate per fu- 
sione di domini utili, alcuni studi basati 
sulla tecnica del dna ricombinante han- 
no condotto alla sorprendente scoperta 
che i geni degli eucarioti non sono con- 
tinui. Essi consistono di segmenti (gli 
esoni), che specificano parte della strut- 
tura di una proteina e che sono interval- 
lati da lunghi segmenti (gli introni) di 
dna non codificante. In alcuni casi gli 
introni sono stati osservati a contatto o 
in prossimità dei limiti di segmenti che 
codificano per i domini di una proteina. 
Questa corrispondenza ha convinto 
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Le sequenze comuni a sei diverse proteine suggeriscono che queste, 
in un momento della loro evoluzione, abbiano usufruito delia stessa 
informazione genetica. Di ogni proteina è riportato solo un segmento: 
un unico dominio ben identificabile. Le somiglianze al suo interno 
sono inconfondibili, anche se alcune proteine differiscono poi note- 
volmente per altre parti della struttura. Sembra che il dna che ha 



codificato per il dominio sìa stato copialo di gene in gene. Le proteine 
qui riportate sono tutte prodotti recenti dell'evoluzione, trovate solo 
nei vertebrati. Le unità di cisterna, che possono formare legami in 
grado di rendere stabile la struttura ripiegata, sono chiuse in riquadri. 
Le sigle che compaiono nelle scritte a fianco delle sequenze indicano: 
egf, fattore di crescita epidermico, LOL, tipoproteina a bassa densità. 
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Il rimescolamento di molteplici domini è una dimostrazione dell' ininterrotto flusso di infor- 
mazione genetica negli organismi superiori. Cinque domini sono qui rappresentati da vari 
simboli geometrici ed è indicata, inoltre. I;i loro distribuzione in sei proteine. 11 dominio la cui 
sequenza è riportata nella pagina a fronte è quello contrassegnato qui da una croce. Per spiegare 
la distribuzione dei vari domini non basta supporre che lutti quelli presenti in una data proteina 
siano stati codificati dallo stesso gene ancestrale; sembra piuttosto che essi siano passati da 
una proteina all'altra in seguito a riassetti cromosomici. In parecchi casi i limiti tra domini 
nella proteina corrispondono ai lìmiti che. in seno al genoma, esistono tra esoni e introni e che 
possono aver facilitalo il rimescolamento di segmenti genici nel corso dell'evoluzione. 



Walter Gilbert dell'Università di Har- 
vard a proporre che gli esoni fossero l'e- 
quivalente genomico delle porzioni pro- 
teiche intercambiabili, che erano state 
ipotizzate da Rossmann, Per Gilbert, 
non solo le prime proteine sì erano for- 
mate dalla riunione di domini stabili, ma 
anche l'evoluzione aveva mantenuto per 
miliardi di anni l'isolamento dei geni per 
i domini. È facile osservare come questa 
organizzazione del genoma possa tra- 
smettere un vantaggio adattativo: il ri- 
assemblaggio continuo dei domini in 
nuove combinazioni avrebbe dato origi- 
ne a proteine nuove e occasionalmente 
utili. Le idee di Gilbert hanno raccolto 
ampi consensi sebbene non siano man- 
cati gli oppositori. Per molle proteine di 
eucarioti gli introni si trovano in tutt'al- 
tra posizione rispetto alle zone delimi- 
tanti i segmenti che codificano per i do- 
mini. Inoltre, i geni dei procarioti non 
possiedono affatto introni: si deve sup- 
porre che essi siano stati eliminati nel- 
l'interesse dell'economia del genoma. 

In seguito è venuto alta luce un altro 
notevole esempio della dispersione dei 
domini all'interno di un gruppo di pro- 
teine. In questo caso le proteine sono 
tutte prodotti recenti dell'evoluzione: 
esse sono state scoperte solamente in 
vertebrati che comparvero nell'ultimo 
miliardi di anni. Inoltre, la distribuzione 
dei domini in queste proteine non può 
essere facilmente spiegata come sempli- 
ce risultato della discendenza da un pro- 
genitore comune. Un dominio è presen- 
te in 18 copie sparse tra sei proteine. 
Appare evidente che queste subunità so- 
no state liberamente trasferite da una 



prot ein a all'alt ra inserendole ovunque la 
loro attività funzionale fosse necessaria. 
Per molte proteine è stato dimostrato 
che il DNA che codifica per i loro domini 
è nettamente delimitato da introni. In 
questi casi non ci possono essere dubbi 
che l'organizzazione del genoma in esoni 
e introni si sia dimostrata utile nel rior- 
dinamento dei prodotti genici a mosaico. 

È questa una conferma all'ipotesi di 
Gilbert secondo la quale il rimescola- 
mento dei domini dovuto agli esoni sa- 
rebbe stato una delle maggiori caratteri- 
stiche dell'evoluzione delle proteine fin 
dai tempi più remoti? Sebbene questo 
rimescolamento sia certamente ancora 
in atto, ritengo sbagliato presumere che 
in organismi più primitivi lo stesso mec- 
canismo fosse già operante. Si può par- 
lare di introni nei geni degli eucarioti 
solamente perché un sofisticato mecca- 
nismo di splicing (scissione del dna e 
saldatura dei frammenti) assicura che i 
vari segmenti di rna messaggero siano 
correttamente tradotti in proteina, ma è 
improbabile che lo stesso apparato fosse 
già presente nelle primissime forme di 
vita. Lo scambio di esoni per le proteine 
a mosaico dei vertebrati è più probabil- 
mente una ripresa di antichi eventi, rivi- 
sti in chiave completamente moderna. 

Queste variazioni su un dato tema so- 
no prevedibili in un sistema così com- 
plesso come la cellula, nella quale un 
cambiamento in un'unica molecola può 
influire su migliaia di altre molecole, in- 
cluso il meccanismo stesso responsabile 
della sintesi della prima molecola. Come 
si evolvono le proteine, si evòlvono an- 
che i meccanismi della loro evoluzione. 
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Le molecole 
della membrana cellulare 

Formano spontaneamente uno strato fluido bidimensionale che controlla 
sia Ventrata sia l'uscita di materiali dalla cellula e inoltre effettuano un 
continuo scambio tra la membrana degli organelli e quella plasmatica 

di Mark S. Bretscher 



solubile in acqua (cioè È idrofoba). 
I lipidi di membrana più comuni ap- 
partengono alla classe dei fosfolipidi. 
Essi hanno una testa idrofila formata da 
un gruppo fosfato, legato a un residuo 
che può essere colina, etanolammina, sc- 
rina o inositolo. Alla testa sono attaccate 
due code idrofobe, ciascuna delle quali 
è una catena di acido grasso. Il fosfolipi- 
de più abbondante e più studiato presen- 
ta un residuo di colina ed è chiamato 
fosfatidilcolina. Come altri fosfolipidi 
esso ha un'importante proprietà: le sin- 
gole molecole, quando sono introdotte 
in un mezzo acquoso, si dispongono 
spontaneamente in un doppio strato. Es- 
se si allineano in entrambi gli strati in 
modo tale che il loro asse longitudinale 
sia grosso modo perpendicolare al piano 



del doppio strato. Le teste idrofile sono 
rivolte verso l'acqua su ambedue le facce 
del doppio strato, mentre le code idro- 
fobe si segregano all'interno, escludendo 
da esso l'acqua. La disposizione descritta 
è quella che ha il minor contenuto di 
energia libera. 

Nel 1965, Alee D. Bangham, dell'In- 
stitute of Animai Physiology dì Cam- 
bridge, dipendentedall'Agricultural Re- 
search Councii, ha dimostrato con ì suoi 
collaboratori che i doppi strati fosfolipi- 
dici formano, in acqua, vescicole sferiche 
che delimitano due compartimenti: il 
fluido all'interno della vescicola e quello 
all'esterno. Le vescicole si formano per- 
ché, se nel doppio strato rimanesse espo- 
sta un'estremità Ubera, parte delle regio- 
ni idrofobe delle molecole fosfolipidiche 



verrebbe a contatto con l'acqua, il che 
sarebbe svantaggioso dai punto di vista 
energetico, È questa proprietà che rende 
i lipidi così importanti nei sistemi biolo- 
gici: essi formano spontaneamente un 
involucro chiuso dotato di una resistenza 
meccanica considerevole. 

Per la formazione delle membrane 
biologiche hanno notevole importanza 
due proprietà generali del doppio strato: 
la prima è che, avendo un interno di 
natura idrocarburica, il doppio strato è 
praticamente impermeabile alla maggior 
parte delle molecole biologiche (ammi- 
noacidi, glucidi, proteine e acidi nuclei- 
ci) e agli ioni. Queste sostanze sono tutte 
estremamente solubili in acqua e insolu- 
bili nei solventi idrocarburici ed è pro- 
prio questa caratteristica che permette al 



L organizzazione dell 1 attività chimica 
in tutte le cellule superiori di- 
d pende, in buona parte, dalla 
compartimentazione determinata dalle 
membrane biologiche. Queste ultime 
sono costituite fondamentalmente da 
una classe di molecole, i lipidi, che, inte- 
ragendo le une con le altre nel mezzo 
acquoso, danno origine a compartimenti 
chiusi, ma flessibili. Nella matrice lipidi- 
ca sono inclusi diversi tipi di molecole 
proteiche che conferiscono a ciascun ti- 
po di membrana una propria identità 
consentendole di svolgere la propria 
specifica funzione. Il ruolo principale di 
ogni membrana è quello di separare ciò 
che sta al suo intemo da ciò che sta al 
suo esterno. Per esempio, all'interno di 
una cellula le membrane hanno la fun- 
zione di isolare le reazioni chimiche che 
avvengono nei diversi organelli. La cel- 
lula stessa è incapsulata dalla propria 
membrana o membrana plasmatica; tra 
tutte le membrane è questa la meglio 
conosciuta; pertanto la maggior pane 
dell'articolo sarà dedicata a essa. 

È evidente che, se nella cellula devono 
entrare sostanze nutritive e dalla cellula 
devono uscire materiali di rifiuto, in 
qualche modo tali sostanze devono at- 
traversare la matrice lipidica della mem- 
brana plasmatica. Generalmente il pas- 
saggio avviene tramite molecole protei- 
che globulari che occupano tutto lo spes- 
sore della membrana plasmatica e cata- 
lizzano il trasferimento di sostanze nu- 
tritive e di rifiuto specifiche. Tuttavia, 
alcune delle molecole necessarie per la 
nutrizione delle cellule eucarioti sono 
troppo grandi per poter utilizzare questo 
tipo dì trasporto. Esse vengono legate, 
allora, da alcuni recettori proteici, anco- 
rati con un'estremità alla membrana pla- 
smatica, ed estratte dal mezzo circostan- 
te. In questo processo di endocìtosi, nel- 
la membrana plasmatica si formano fos- 
sette che inglobano molte di queste mo- 
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1 ecole recettrici insieme alle sostanze nu- 
tritive, le quali, a questo stadio, prendo- 
no il nome di ligandi. Le fossette si chiu- 
dono su se stesse, sporgono all'interno 
della cellula e si distaccano formando 
vescicole nel citoplasma, massa fluida in- 
terna dellacellula. Contemporaneamen- 
te altre vescicole lasciano l'interno della 
cellula, si fondono con la membrana pla- 
smatica ed espellono il loro contenuto 
(esocitosi). Entrambi i processi fanno sì 
che la membrana plasmatica sia conti- 
nuamente riciclata dall'interno della cel- 
lula all'esterno e viceversa. L'area di 
membrana che prende parte a questo 
ciclo che si ripete ogni 50 minuti ha un'e- 
stensione pari alla superficie cellulare. 

Negli ultimi anni gli studi sulla mem- 
brana plasmatica si sono concentrati sui 
meccanismi che causano questa circola- 
zione e sui suoi vari effetti. Sebbene per 
un periodo di tempo sia stato normal- 
mente accettato che la funzione princi- 
pale dell'endocitosi fosse quella di tra- 
sportare sostanze nutritive specifiche al- 
l'interno della cellula, appare oggi sem- 
pre più chiaro che l'endocitosi È utile alla 
cellula anche in altri modi. Un mio re- 
cente lavoro (che non prenderò in esa- 



me) suggerisce, per esempio, che la cel- 
lula possa utilizzare il ciclo dell'endoci- 
tosi anche per spostarsi su un substrato. 
Un'altra questione di grande impor- 
tanza è capire attraverso quali modalità 
ciascun tipo di membrana, compresa la 
membrana plasmatica, riesca a procu- 
rarsi il proprio assetto esclusivo di pro- 
teine che determina sia la sua identità, 
sia le sue funzioni. Il problema dell'iden- 
tità della membrana è complicato anche 
dal continuo scambio di membrana tra i 
vari organelli cellulari, che avviene per 
esempio durante l'endocitosi. Dato que- 
sto rimescolamento continuo come può 
mantenersi l'integrità di ciascun assetto 
di proteine? 

L'impalcatura comune a tutti i tipi di 
membrana è un doppio strato di mo- 
lecole lipidiche, una configurazione pro- 
posta originariamente, nel 1925, da E. 
Gorter e F. Grendel dell'Università di 
Leida. La natura ha sviluppato una gran- 
de varietà di molecole lipidiche, tutte 
caratterizzate da una proprietà fonda- 
mentale: un'estremità è solubile in ac- 
qua, ossia è idrofila, l'altra è oleosa, es- 
sendo un idrocarburo, e come tale è in- 



L 'intreccio di molecole di elairina, simile a un canestro, riveste una porzione di membrana 
cellulare isolala da placenta umana, chiusa a sfera e chiamata vescicola. La vescicola rivestita 
deriva dalla membrana attraverso un processo dinamico, l'endocitosi mediata dai recettori, 
grazie al quale grandi molecole vengono trasportale all'interno della cellula. Quando molecole 
selezionate si fissano, all'esterno della cellula, sui recettori proteici presenti nella membrana, 
sul lato di questa rivolto verso il citoplasma comincia a formarsi un rivestimento di da trina. 
Ogni molecola di clatrìna e una catena di circa 1600 amminoacidi e il rivestimento è una 
struttura a nido d'ape che si forma quando le varie molecole di clatrìna si dispongono secondo 
uno schema regolare. A mano a mano che il rivestimento si ispessisce, la regione della 
membrana alla quale esso è attaccato si rigonfia e sporge all'interno della cellula, in un modo 
che ricorda il formarsi di una goccia d'acqua sul bordo di un rubinetto. La protuberanza si 
stacca dalla membrana e diviene una vescicola, la cui superficie interna porta i recettori e i 
rispettivi ligandi, mentre quella estema conserva il rivestimento a nido d'ape di clatrìna, visibile 
nell'immagine. Questa, con un ingrandimento di oltre due milioni di diametri, è stata ottenuta 
al calcolatore da una serie di microfotografie elettroniche, scattate con angolature diverse da 
Guy Vigers del Laboratori' of Molccular Biology del Medicai Research Councii a Cambridge. 
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doppio strato di funzionare da barriera. 
La seconda caratteristica consiste nel 
fatto che il doppio strato formato dai 
fosfolipidi presenti in natura è liquido. I 
movimenti casuali, tipici della fase liqui- 
da, vengono esplicati dal doppio strato 
in due modi: le code idrocarburi eh e delle 
molecole fosfolipidiche ondeggiano ren- 
dendo cosi il doppio strato molle e fles- 
sibile, con una viscosità paragonabile a 
quella dell'olio di oliva anziché a quella 
della paraffina solida. In più le molecole, 
all'interno del proprio monostrato, pos- 
sono diffondersi liberamente in senso la- 
terale, cosicché due fosfolipidi adiacenti 
possono scambiarsi di posto circa una 
volta ogni microsecondo. Non awengo- 
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no quasi mai, invece, scambi tra mole- 
cole fosfolipidiche di strati opposti: ciò 
ha luogo, in media, solo una volta all'an- 
no. Pertanto ciascun monostrato è un 
liquido bidimensionale. La natura liqui- 
da del doppio strato è molto importante 
dal punto di vista fisiologico. Per esem- 
pio, se il doppio strato fosse una struttu- 
ra rigida, le cellule nervose situate nel 
collo potrebbero spezzarsi quando si chi- 
na la testa. 

In una membrana naturale ci si po- 
trebbe aspettare che i vari tipi di mole- 
cole fosfolipidiche siano distribuiti ca- 
sualmente lungo entrambi i lati del dop- 
pio strato; tuttavia, nel 1972, ho scoper- 
to che la loro distribuzione è molto più 
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I fosfolìpidi sono gli elementi strutturali primari di tutte le membrane cellulari. Nelle membrane 
animali ne sono stati trovati quattro tipi. Quello che ri vede a sinistra nello schema è la 
fosfatidilcolina; gli altri tre differiscono da esso e l'uno rispetto all'altro solo per la struttura 
chimica delle loro «teste», che sono riportate nelle sfere In colore. La carica elettrica presente 
su ciascuna testa la rende idrofila. La testa è connessa a un residuo di glicerolo al quale, a loro 
volta, sono attaccate due code costituite da catene idrocarburi the oleose e pertanto idrofobe. 



ordinata. Nella membrana plasmatica 
dei globuli rossi ho trovato, per esempio, 
che il monostrato esterno contiene solo 
fosfatidilcolina e una sostanza affine, la 
sfingomielina, anch'essa contenente co- 
lina. Il monostrato rivolto verso il cito- 
plasma, invece, contiene fosfatidiletano- 
lammina e fosfatidilserina e si pensa che 
contenga anche fosfatidilinosiiolo. 

Altri due tipi di lipidi, oltre ai fosfoli- 
pidi, sono stati trovati nelle membrane 
delle cellule animali: i glicolipidi e il co- 
lesterolo. La molecola dei glicolipidi ha 
una coda idrocarburica simile a quella 
della sfingomielina. Come dimostra il 
prefisso («glìco» in greco significa dol- 
ce), l'estremità idrofila dei glicolipidi è 
formata da vari zuccheri semplici, o mo- 
nosaccaridi, legati in modo da formare 
una catena lineare o ramificata, l'oligo- 
saccarìde. I glicolipidi costituiscono solo 
una piccola frazione dei lipidi di mem- 
brana e si trovano esclusivamente nello 
strato esterno. 

Il colesterolo è invece (assieme ai fo- 
sfolipidi) un importante lipide di mem- 
brana. Si tratta di una grande molecola 
ovale, con quattro anelli di atomi di car- 
bonio fusi tra loro che conferiscono alla 
molecola una struttura rigida; una estre- 
mità è idrofila, ma il resto è idrofobo ed 
è incluso, infatti, nella parte idrofoba 
della membrana plasmatica. Nelle mem- 
brane plasmatiche delle cellule eucarioti 
vi è circa lo stesso numero di molecole 
di colesterolo e di fosfolipidi. L'aggiunta 
di colesterolo alla matrice fosfolipidica 
rende talvolta le membrane meno flessi- 
bili e persino meno permeabili. 

Molti problemi riguardanti i lipidi del- 
la membrana plasmatica sono tuttora in- 
soluti. Per esempio, non è ancora noto il 
ruolo biologico dei glicolipidi, né vi è 
tuttora una spiegazione convincente del- 
la distribuzione dei fosfolipidi all'interno 
del doppio strato. Perché la membrana 
delle cellule eucarioti è costituita da sva- 
riati tipi di fosfolipidi e non, per esem- 
pio, solo da fosfatidilcolina? Qual è lo 
scopo della distribuzione asimmetrica 
dei fosfolipidi? Infine, anche la geome- 
tria del doppio strato presenta un pro- 
blema. I due monostrati sono essenzial- 
mente indipendenti l'uno dall'altro, ma 
naturalmente hanno la stessa estensione. 
Quali sono, allora, le forze che agiscono 
lateralmente su ciascuno di essi? Uno 
strato è forse sottoposto a compressione 
e l'altro a tensione, oppure entrambi gli 
strati sono sottoposti al medesimo tipo 
di forza? 

jiifentre i lipidi formano la matrice 
i¥A della membrana, le proteìne ne 
esplicano le funzioni specifiche. Grosso 
modo le proteine di membrana possono 
venire classificate in due categorie in ba- 
se alla forma che assumono a livello del- 
l'interno idrocarburico. In una delle due 
categorie la forma è bastoncellare con 
uno stretto avvolgimento a elica e per- 
tanto la molecola è detta alfa-elica. Nel- 
l'alfa-elica, gli amminoacidi che costitui- 



scono la catena polipeptidica sono di- 
sposti in modo tale che lo scheletro della 
molecola sia appunto avvolto a elica, 
mentre le catene laterali degli amminoa- 
cidi sono proiettate verso l'esterno. La 
seconda categoria di proteine di mem- 
brana sembra avere sostanzialmente, al- 
l'interno della regione idrofoba della 
membrana, una struttura globulare. 

Uno tra gli esempi più chiari di pro- 
teina di membrana ad alfa-elica è la gli- 
coforina, la più importante glicoproteina 
dei globuli rossi. Sebbene la sua funzione 
sia tuttora sconosciuta, la sua struttura è 
ben nota. La maggior parte della mole- 
cola rimane all'esterno della cellula e 
questa porzione extracellulare e costitui- 
ta da una lunga sequenza di amminoaci- 
di alla quale sono attaccate le catene 
idrofile degli oligosaccaridi. 

Nel 1971 ho dimostrato che la glico- 
forina si estende per tutta la membrana 
cellulare. Due anni più tardi Vincent T. 
Marchesi, che allora lavorava al Natio- 
nal lnstitute of Arthritis, Metabolism, 
and Digestive Diseases, ha formulato 
un'ipotesi a proposito della geometria 
del dominio intramembrana della glico- 
forina; con i suoi collaboratori ha deter- 
minato la sequenza amminoacidica del- 
l'intera molecola e ha trovato che la por- 
zione extracellulare è attaccata a un seg- 
mento di 26 amminoacidi idrofobi. Que- 
sti sono legati a loro volta a una breve 
coda idrofila. La sequenza idrofoba ha 
esattamente la lunghezza adatta a esten- 
dersi (in forma di alfa-elica) per tutto il 
doppio strato, mentre la breve coda 
idrofila rimane nel citoplasma per anco- 
rare la glicoforina al doppio strato. 

Oggi si conoscono molti altri tipi di 
proteine di membrana fissati alla super- 
ficie cellulare mediante una singola al- 
fa-elica idrofoba e ancorati al citoplasma 
tramite una coda idrofila. Queste protei- 
ne funzionano tipicamente come recet- 
tori per molecole extracellulari oppure 
come marcatori altamente specifici che 
consentono al sistema immunitario di di- 
stinguere le cellule estranee invasive da 
quelle che appartengono all'organismo 
(è il caso questo dei principali antigeni 
di trapianto, H2 nel topo e hla nell'uo- 
mo). Altre proteine di questa classe co- 
stituiscono i recettori di superficie per le 
immunoglobuline, presenti sui linfociti 
B , e le cosiddette punte che sporgono da 
molti virus con capside. Poiché il funzio- 
namento di tali proteine dipende essen- 
zialmente dal loro dominio extracellula- 
re, la parte intramembrana non deve ne- 
cessariamente essere estesa. 

/"^osa che forse non sorprende, la strut- 
*— ' t u ra glo bulare d e 1 1 a seco n d a catego- 
ria di proteine di membrana è associata 
a funzioni che richiedono una struttura 
compatta all'interno del doppio strato 
lipidico. Per esempio, una delle proteine 
più abbondanti nella membrana dei glo- 
buli rossi è una proteina globulare di 
trasporto, chiamata «canale anionico». 
Come indica il suo nome, essa catalizza 




La struttura molecolare della membrana di una cellula animale è detcrminata in primo luogo 
dalle interazioni delle molecole fosfolipidiche nell'acqua. In questo mezzo i fosfolipidi possono 
ridurre al mìnimo la loro energia formando un doppio strato dello spessore dì circa quattro 
nanomerri. Le code idrofobe delle toro molecole si isolano all'interno di questa struttura, 
mentre te teste idrofile (in colore) sono rivolte verso l'acqua su entrambi i suoi lati. Se 
un'estremità del doppio strato rimanesse esposta, le code idrofobe presenti in essa verrebbero 
in contatto con l'acqua e il doppio strato si richiuderebbe su se stesso dando origine a una 
vescicola che separerebbe completamente il liquido presente all'interno da quello all'esterno. 



lo scambio passivo di ioni con carica ne- 
gativa, come lo ione cloruro o bicarbo- 
nato, tra plasma sanguigno e citoplasma 
cellulare. In che modo funziona? Una 
delle prime ipotesi formulate suggeriva 
che il canale anionico potesse legare lo 
ione o la molecola da trasportare da una 
parte della membrana, potesse poi dif- 
fondersi attraverso la membrana e quin- 
di liberasse la molecola o lo ione dall'al- 
tra parte. Un'altra spiegazione prevede- 
va che la molecola proteica potesse ruo- 
tare all'interno della membrana trasfe- 
rendo in questo modo il sito di legame 
con il relativo substrato attaccato da una 
parte all'altra della membrana. 

Nessuna delle due ipotesi era in realtà 
esatta. Nel 1971 ho dimostrato che la 
struttura, ora nota come canale anioni- 
co, si estende per tutta la membrana e 
ha una orientazione fissa e univoca. Oggi 
si crede che nel suo spessore vi sia un 
piccolo varco, che permette agli anioni 
di attraversare il doppio strato. 

Una proteina di membrana tra le me- 
glio conosciute è la batteriorodopsina 
che si estende da parte a parte della 
membrana di Halobacterium hatobium, 
molto diffuso nelle saline della baia di 
San Francisco. La batteriorodopsina è 
una pompa di protoni: essa cattura fo- 
toni dalla luce solare e ne sfrutta l'ener- 



gia per pompare protoni attraverso la 
membrana contro un gradiente di ener- 
gia. Il gradiente di protoni in tal modo 
generato rappresenta l'energia poten- 
ziale che verrà utilizzata in seguito per 
la sintesi dell'adenosintrifosfato (ATP), 
La rottura dei legami dell' atp fornisce 
al batterio l'energia per le sue biosintesi. 

La struttura della batteriorodopsina è 
stata determinata nel 1975 da Nigel Un- 
win e Richard Henderson, che allora la- 
voravano a Cambridge presso il Labo- 
ratori of Molecular Biology del Medicai 
Research Council. Il loro modello mo- 
stra che la catena polipeptidica attraver- 
sa a zig-zag lo strato bimolecolare per 
ben sette volte. Tutti i segmenti trans- 
membrana sono alfa-eliche impacchet- 
tate che formano una proteina globula- 
re. Il fotone è catturato da una molecola 
chiamata retinale (affine alla vitamina 
A), legata alla proteina con un legame 
covalente. Per ora non è noto il mecca- 
nismo che consente di utilizzare l'ener- 
gia del fotone per il trasporto di protoni. 

È una regola generale per le cellule 
eucarioti che tutte le proteine di mem- 
brana abbiano una catena oligosacca ri- 
dica (o più di una) nei loro domini extra- 
cellulari, come avviene per la glicofori- 
na. La funzione delle catene oligosacca- 
ridi eh e è ignota come lo è quella dei 
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glicolipidi. In più, tutte le proteine di 
membrana, sia globulari sia ad alfa-elica, 
vengono tenute a posto, nel doppio stra- 
to, dallo stesso tipo di forze che tengono 
a posto le molecole lipidiche: le catene 
laterali degli amminoacidi costituenti le 
proteine, in contatto con le catene lipi- 
diche idrofobe, sono anch'esse idrofobe, 
mentre le altre parti delle molecole pro- 
teiche sono idrofile e pertanto sono 
esposte all'acqua lungo entrambe le fac- 
ce del doppio strato. 

Dal momento che tutte le proteine di 
membrana sono situate in un doppio 
strato liquido, possono diffondersi in es- 
so in senso laterale, esattamente come 
fanno le molecole lipidiche. La velocità 
con cui si muovono è determinata in par- 
te dalla consistenza della matrice fosfo- 
lipidica. Nel 1974, Mu-ming Poo e Ri- 
chard A. Cone, allora alla Harvard Uni- 
versity, hanno dimostrato che la ro- 
dopsina si diffonde alla velocità di circa 
10 micrometri al minuto e sembra che 
la maggior parte delle altre proteine di 
membrana si propaghi all'i ncirca alla 
stessa velocità. Pertanto le proteine di 
membrana della maggior parte degli eu- 



carioti possono passare in pochi minuti 
da una parte della cellula all'altra, a me- 
no di qualche impedimento. 

Le limitazioni alla diffusione di mole- 
cote attraverso la membrana sono 
meglio esemplificate nelle cellule unite 
le une alle altre che formano uno strato 
epiteliale. Queste cellule comprendono 
le cellule della mucosa intestinale, le cel- 
lule dello strato germinativo dell'epider- 
mide e le cellule di organi interni quali il 
fegato, i reni e il pancreas. Gli epiteli 
sono costituiti da un solo strato di cellu- 
le, spesso ampiamente ripiegato su se 
stesso a formare un organo compatto. 

Gli epiteti hanno due superfici: per 
esempio, nell'intestino una superficie 
(detta apicale) è rivolta verso il lume 
intestinale, mentre l'altra (detta basola- 
terale) è rivolta verso il sangue. Poiché 
le cellule dell'epitelio intestinale devono 
trasportare materiali utili, e solo questi, 
dall'intestino al sangue, devono essere 
unite senza spazi tra loro. Sono perciò 
tenute aderenti da un insieme di giun- 
zioni, dette appunto «strette». 

Le giunzioni strette possono essere 



paragonate a una fascia circolare o a una 
guarnizione situata entro la membrana 
plasmatica. Uuesta zona ad anello non 
solo previene qualsiasi perdita (persino 
quella di ioni), ma divide anche la mem- 
brana plasmatica in due domini: la su- 
perficie apicale e la superficie basolate- 
rale. Le proteine di membrana possono 
muoversi liberamente nel proprio domi- 
nio, ma te giunzioni strette impediscono 
loro di passare da un dominio all'altro. 
La separazione tra te due parti man- 
tiene l'asimmetria funzionale necessaria 
al trasporto di materiali in un'unica di- 
rezione. Per esempio, sulla superficie 
apicale dell'epitelio intestinale, ogni cel- 
lula contiene proteine che incanalano il 
sodio dal lume intestinale verso l'interno 
della cellula. Sulla superficie basolatera- 
le vi è poi un differente insieme di pro- 
teine che pompano il sodio dalla cellula 
nel circolo sanguigno. II risultato com- 
plessivo è un trasferimento estremamen- 
te selettivo di ioni di sodio attraverso 
l'epitelio intestinale; questo avviene in 
quanto le proteine specifiche indispen- 
sabili per ogni fase del processo sono 
concentrate solo in quel settore della 
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La membrana plasmatila è un doppio strato fosfolipidico nel quale sono inclusi il colesterolo 
e vari tipi di molecole proteiche. Le molecole fosfolipidi che dello strato superiore, rivolto verso 
il mezzo esterno, sono raffigurate nello schema come sfere in colore blu intenso, ciascuna con 
due code ondulate. Nel riquadro a sinistra è raffigurato il moto browniano disordinato delle 
molecole all'interno del monostrato, mentre la fluidità dell'interno idrocarburico è suggerita 
dalla. disposizione casuale delle code. Lo strato inferiore, rivolto verso il citoplasma, ha una 
composizione fosfo lipidica diversa ed è in colore blu chiaro. Qualche scambio casuale di 
fosfolipidi avviene anche tra i due strati, ma questo è un evento assai raro. Due diversi tipi di 
proteina di membrana attraversano il doppio strato. Uno la attraversa sotto forma di catena 
di amminoacidi avvolta ad alfa-elica Un arancione); la porzione del secondo tipo di proteina 
che si trova all'interno della membrana ha, invece, una struttura globulare (in rossa). Va 
precisato che il rapporto tra fosfolìpidi e proteine è in questo caso mollo più elevato che non 
in una membrana naturale. Le molecole rigide del colesterolo Un giallo) tendono a mantenere 
le code dei fosfolipidi in posizione relativamente fissa e ordinata nelle zone più vicine alle teste 
idrofile. Nelle regioni più vicine al centro della membrana, invece, le code si muovono libe- 
ramente. Le catene laterali dei ghiadi coniugati a lipidi e proteine sono raffigurate in verde. 



membrana plasmatica dove possono a- 
deguatamente svolgere la loro funzione. 

Come si formano le giunzioni strette 
e come fanno le cellule epiteliali a smi- 
stare in due domini le loro proteine di 
membrana? Il primo interrogativo è tut- 
tora senza risposta, mentre il secondo 
comincia a cedere agli attacchi che han- 
no preso le mosse da una scoperta fatta 
nel 1978 da Enrique Rodriguez Boulan 
e David D. Sabatini della School of Me- 
dicine della New York University. I due 
ricercatori hanno scoperto che, quando 
un epitelio coltivato in vitro viene infet- 
tato con il virus dell'influenza, la proge- 
nie virale appare solo sulla sua superficie 
apicale. Invece un altro virus, il virus 
della stomatite vescicolare (vsv) che 
causa una malattia non grave nei bovini, 
appare solo sulla superfìcie baso! aterale. 
Per poter lasciare la cellula ospite, un 
virus deve munirsi di un rivestimento 
protettivo; pertanto Rodriguez Boulan e 
Sabatini hanno concluso che la cellula 
dirige le proteine dell'involucro del virus 
dell'influenza verso la superficie apicale 
e quelle del VSV verso la superficie ba- 
solaterale. I due virus costituiscono così 
un sistema sperimentale per studiare lo 
sviluppo dell'asimmetria nelle cellule 
epiteliali. 

Le cellule che costituiscono un epite- 
lio possono essere unite anche da giun- 
zioni dette «intervallale» o «comunican- 
ti», che assomigliano alle due pani di un 
bottone automatico con un foro al cen- 
tro di ciascuna (si veda {'illustrazione in 
basso a pagina 84). 11 foro permette alle 
cellule contigue di comunicare tra toro e 
di coordinare le rispettive attività. Mo- 
lecole piccole, con diametro inferiore a 
due ii a no mei ri, possono passare dal ci- 
toplasma di una cellula a quello di una 
cellula contigua percorrendo il canale 
formato dalla giunzione. 

La struttura delle giunzioni intervallale 
è stata chiarita da Nigel Unwin, ora 
alla Stanford University, e dai suoi col- 
laboratori. Ciascuna giunzione è costi- 
tuita da 12 subunità proteiche, sei per 
cellula. I gruppi di sei subunità formano, 
nella membrana plasmatica delle due 
cellule adiacenti, due esagoni che, com- 
baciando, danno luogo a un canale tra 
le due cellule. Questo canale può essere 
tenuto aperto o chiuso, ma non si sa 
ancora come questa regolazione si rea- 
lizzi. Spesso le giunzioni intervallate in- 
teragiscono tra loro dando origine, sulla 
superfìcie della cellula, ad ampi aggre- 
gali di giunzioni, le cui dimensioni e la 
cui localizzazione limitata alle parti della 
membrana che si trovano tra due cellule 
fanno pensare che queste giunzioni siano 
relativamente immobili all'interno del 
doppio strato liquido. 

Ho evitato finora ogni spiegazione 
particolareggiata di tutti gli altri tipi di 
membrana che si trovano, oltre a quella 
plasmatica, nelle cellule eucarioti. Si ri- 
cordi, comunque, che molti organelli 
cellulari sono racchiusi in una membrana 
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La batterio rodopsina è una proteina di membrana globulare, formata da sette lunghe sequenze 
dì amminoacidi idrofobi, collegati da brevi sequenze idrofile. Sulla base dei dati di Nigel Unwin 
e Richard Hendcrson, allora al Laboratori of Molecutar Biology a Cambridge, si ritiene che 
ciascuna delle sette catene idrofobe è un'alfa-elica [in rosso), inclusa nell'interno idrocarburico 
della membrana, e che le catene idrofile legano le eliche Cuna all'altra su ogni lato della stessa 
Un blu). Una molecola di retinale Un verde) e attaccata al centro di un'elica. In alcuni batteri 
àlofili essa cattura i fotoni solari che consentono alla batleriorodopsina di pompare protoni 
attraverso la membrana: ciò innesca un insulilu meccanismo di fotosintesi. Le sfere in colore 
blu con te toro code rappresentano il doppio strato fosfolipidico della membrana batterica. 



limitante e che una membrana del gene- 
re svolge un ruolo fondamentale nei pro- 
cessi di trasporto, di comunicazione e di 
elaborazione di sostanze chimiche e di 
informazioni all'interno della cellula. 

Alcuni dei principali organelli cellula- 
ri prendono parte alla sintesi dei com- 
ponenti della membrana. Le membrane 
vengono montate net reticolo endopla- 
smatico e gli oligosaccaridi sono aggiunti 
alle proteine di membrana all'interno 
dell'apparato di Golgi. Le relazioni tra i 
diversi organelli sono quindi lutt 'altro 
che statiche. Per esempio, vi è un conti- 
nuo trasferimento di materiale della 
membrana dal reticolo endoplasmatico 
all'apparato di Golgi e da questo alla 
membrana plasmatica. Probabilmente 
questi passaggi sono sempre mediati da 
vescicole fosfolipidiche. 

Questi spostamenti continui dei mate- 
riali della membrana, così come l'asso- 
ciazione e la dissociazione delle mem- 
brane delle vescicole che li accompagna- 
no, pongono di nuovo il problema del- 
l'integrità della membrana. Come pos- 
sono proteine di membrana specifiche, 
destinate o appartenenti a un determi- 
nato organello, evitare di mescolarsi e di 
omogeneizzarsi durante il trasporto? 



Una risposta globale precisa non è an- 
cora disponibile, ma è fuori dubbio che 
ciò che viene trasportato non è un cam- 
pione casuale della membrana donatri- 
ce. Vi è poi un trasferimento di materiale 
che interessa due membrane e di cui si 
comincia a mettere a fuoco il modo in 
cui si realizza: si tratta deU'endocitosi. 

Le cellule animali si procurano le mo- 
lecole necessarie alla crescita, sia 
sintetizzandole in proprio, sia «impor- 
tandole» dal sangue. Le molecole im- 
portate vengono trasferite in genere at- 
traverso la membrana plasmatica da ca- 
nali proteici specifici o «pompe». Vi so- 
no però alcune sostanze nutritive essen- 
ziali che, per una ragione o per l'altra, 
non sono così facilmente assorbite. 

Per esempio, il colesterolo (che serve 
per la sintesi delle membrane) e gli ioni 
di ferro trivalente (un atomo di ferro con 
tre cariche positive, necessario per la sin- 
tesi di quelle grosse molecole di traspor- 
ti) pigmentale, chiamate citocromi) cir- 
colano entrambi nel sangue sotto forma 
di grossi complessi. Nel sangue, il cole- 
sterolo è presente sotto forma di esteri, 
che formano il nucleo idrofobo di una 
particella con diametro di circa 20 na- 
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nometri, chiamata Hpoproteina a bassa 
densità (ldl). Gli ioni di ferro trivalente 
sono legati all'interno di una grossa pro- 
teina di trasporto, la transferrina. Sia la 
LDL sia la transferrina hanno dimensioni 

MICROVILU 



tali che impediscono loro di passare at- 
traverso un piccolo canale o pompa; di 
conseguenza, la cellula deve adottare 
una strategia completamente diversa per 
ottenere queste sostanze. 



SUPERFICIE APICALE 
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Le cellule epiteliali rivestono l'intestino e formano slrati divisori in altri organi interni; nell'in- 
testino costituiscono una barriera a perfetta tenuta Ira lume intestinale e sangue. Ciò è reso 
possibile dalle giunzioni strette che separano la superficie apicale rivolta verso il lume intesti- 
nale da quella basolateralc, rivolta verso il sangue. Sotto ogni giunzione stretta vi è un 
desmosoma, che salda tra loro le due cellule contigue, mentre sotto il desmosoma vi È una 
giunzione comunicante (o intervallata) che permette il passaggio di piccole molecole dal 
citoplasma di una cellula direttamente a quello di una cellula vicina. Le sostanze nutritive 
presenti nell'intestino attraversano l'epitelio solo se vengono prima assorbite da una cellula 
epiteliale. Alcune macromolecole sono assunte per endodtosi attuata da vescicole che river- 
sano poi il loro contenuto nel circolo sanguigno per esocitosi a livello della superfìcie basola- 
terate. La superficie apicale e quella basolateralc contengono gruppi diversi di proteine. 
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Una giunzione intervallata (o comunicante) tra due cellule epiteliali vicine è costituita da due 
«tenoni» a sezione esagonale (in grigio), ciascuno incluso nel doppio strato della membrana 
f?fere blu con code) e pressato contro l'altro nel varco tra le due cellule. Ioni, amminoacidi. 
Elucidi, nucleotidi e aJfre molecole di diametro inferiore a due nanometri possono passare 
attraverso la giunzione, al contrario di proteine, acidi nucleici e altre molecole più grandi. 



L'attuale interpretazione del mecca- 
nismo di ingresso del colesterolo e degli 
ioni di ferro trivalente nella cellula ha 
cominciato a delinearsi nel 1964 grazie 
ai lavori di Thomas F. Roth e Keith R. 
Porter, allora a Harvard. I due ricerca- 
tori stavano studiando in che modo gii 
oociti (cellule uovo) della zanzara for- 
mano il vitello (o tuorlo) nel corso dello 
sviluppo. Esaminando sezioni sottili di 
oociti al microscopio elettronico, essi 
hanno trovato che il precursore del vi- 
tello è legato alla membrana plasmatica 
dell'oocito a livello dei siti dove essa si 
invagina e sembra avere uno spessa ri- 
vestimento scuro sul lato rivolto verso il 
citoplasma: i siti sono le fossette rivesti- 
te. Nelle medesime sezioni. Roth e Por- 
ter hanno anche notato delle vescicole 
stipate di precursore del vitello e dotate 
di uno spesso rivestimento sulla superfi- 
cie estema. Essi le hanno chiamate ve- 
scicole rivestite. Le vescicole si formano 
per distacco dalla parete delle fossette 
rivestite; si tratta, all'interno del citopla- 
sma dell'oocito, di intermediari nel tra- 
sferimento del precursore del vitello dal- 
l'esterno della cellula fino ai grossi gra- 
nuli vitellini, stipati dentro l'oocito. 

Lavori più recenti sul trasporto della 
LDL, svolti da Richard G. W. Anderson, 
Michael S. Brown e Joseph L. Goldstein, 
dello Health Science Center dell'Uni- 
versità del Texas a Dallas, e da molti altri 
gruppi, compreso il mio, sul trasporto 
della transferrina e di altre molecole di 
grandi dimensioni, hanno ormai delinea- 
to un quadro abbastanza coerente dei 
primi stadi dell' end oci tosi a partire dalle 
fossette rivestite. Sulla superficie estema 
della maggior parte delle cellule animali 
in fase di crescita vi sono recettori pro- 
teici specifici per la ldl, la transferrina 
e molte altre grandi molecole che devo- 
no essere introdotte nella cellula. A ma- 
no a mano che questi recettori si diffon- 
dono attraverso la superficie, possono 
legare molecole di ldl e di transferrina. 

Quando i recettori per la LDLe la tran- 
sferrina incontrano una fossetta rivestita 
penetrano in essa. Altre proteine di 
membrana ne sono invece escluse, il che 
appare come un meccanismo di selezio- 
ne molecolare. AU'incìrca in un minuto 
la fossetta rivestita raggiunge il diametro 
completo di circa 0,3 micrometri. A que- 
sto punto si invagina e si stacca dalla 
membrana plasmatica, rimanendo libera 
nel citoplasma, dove dà luogo a una ve- 
scicola rivestita. Si presume che la forza 
meccanica che alimenta il processo trag- 
ga origine dal rivestimento della fosset- 
ta, rivolto verso il citoplasma. 

T na volta che la vescicola rivestita si 
^ è formata nel citoplasma, in pochi 
secondi il suo rivestimento si stacca. Suc- 
cessivamente avvengono due fenomeni: 
la vescicola si fonde con un organello 
intracellulare chiamato endosoma, la cui 
acidità sale, di conseguenza, a circa 
pH 5 ; l'ambiente acido fa staccare la LDL 
dal suo recettore e allontana gli ioni di 




La formazione di una vescicola rivestita avviene attraverso stadi suc- 
cessivi. La piccola invaginazione (in alto a sinistra > della membrana 
plasmatica di un oocito di pollo in via dì sviluppo e una fossetta 
rivestita; essa trattiene molte particelle di una lipoproteina prelevate 
dall'ambiente esterno alla cellula. Immediatamente al di sotto della 
fossetta, sulla superficie della membrana rivolta verso il citoplasma, si 
può osservare un rivestimento di molecole di clatrina. Quando la 



fossetta si invagina più profondamente (in atto a destra), la membrana 
esterna della cellula si richiude sopra di essa (in basso a sinistra) e la 
porzione invaginata si stacca formando una vescìcola rivestita che 
trasporta le molecole I ipoprotei eh e nella cellula {in basso a destra). 
Le microfologralie elettroniche sono state realizzate da M. M. Perry 
e da A. B. Gilbert del Poultry Research Centre delTAgricultural Re- 
search (.illudi di Edimburgo. L'ingrandimento è di 135 000 diametri. 



ferro trivalente dalla transferrina. Attra- 
verso processi sconosciuti i recettori per 
la LDL e per la transferrina (questi ultimi 
ancora con il loro ligando) vengono ri- 
ciclati nella membrana plasmatica. Con- 
temporaneamente la ldl, la transferrina 
e il restante contenuto dell'endosoma 
vengono trasferiti nei lisosomi, di nuovo 
grazie alle vescicole. Il lisosoma è un 
organello primitivo con funzioni dige- 
renti: esso degrada la LDL, liberando il 
colesterolo per il fabbisogno cellulare. Si 
noti che, a questo stadio, sia il coleste- 
rolo siagli ioni di ferro trivalente devono 
ancora venire trasportati attraverso al- 
meno una membrana, quella del lisoso- 
ma, per poter raggiungere le loro rispet- 
tive destinazioni nella cellula. 

11 ciclo endocitotico, che ha inizio dal- 
le fossette rivestite, dà della cellula un 
quadro dinamico. In ogni istante, alme- 
no il 2 per cento della superficie di una 
cellula in accrescimento viene asportato 
dalle fossette rivestite, che sprofondano 
nel citoplasma. Dato questo ampio flus- 
so dalla membrana plasmatica alla mem- 
brana degli endosomi e viceversa, ci si 



potrebbe aspettare che i componenti 
proteici delle due membrane divengano, 
in breve tempo, identici. Questo rime- 
scolamento, tuttavia, non avviene in 
quanto le fossette rivestite selezionano 
dalla membrana plasmatica, per trasfe- 
rirle nella cellula, solamente alcune pro- 
teine. Si ritiene che lo stesso insieme di 
proteine di membrana portate negli en- 
dosomi venga riciclato e restituito alla 
membrana plasmatica con un analogo 
processo selettivo. Questo trasferimento 
selettivo di materiale della membrana 
mediante le fossette rivestite potrebbe 
spiegare come sia mantenuta, nonostan- 
te il contìnuo interscambio, l'integrità 
dei diversi compartimenti della mem- 
brana. Va anche notato che durante l'en- 
docitosi si conservano sempre la topolo- 
gia e l'asimmetria della membrana. 

La comprensione del meccanismo con 
cui la fossetta rivestita seleziona le pro- 
teine dalla membrana plasmatica è an- 
cora incompleta, ma è comunque molto 
progredita grazie a studi strutturali sulle 
affini vescicole rivestite. Nel 1976, Bar- 
bara M. F. P e ars e, del Laboratory of 



Molecular Biology dì Cambridge, ha iso- 
lato alcune di queste vescicole, di mu- 
si rando che il loro involucro è un reticolo 
formato da una grossa proteina fibrosa 
che ha chiamato clatrina. Anche le ve- 
scicole ri vestite trasportano i recettori, le 
molecole dei ligandi a essi attaccate e 
varie altre proteine che potrebbero me- 
diare l'interazione tra clatrina e recetto- 
ri. Esse non derivano solo dalla membra- 
na plasmatica, ma anche da organelli in- 
tracellulari come l'apparato di Golgi. Vi 
è quindi la speranza che il meccanismo 
di selezione possa presto essere chiarito. 

L'immagine della membrana cellulare 
che emerge da questo lavoro e quel- 
la di un doppio strato lipidico nel cui 
spessore è localizzata una quantità di 
proteine di diversa natura. Alcune di 
queste, caratterizzate da una struttura 
globulare, catalizzano semplicemente il 
trasferimento di piccole molecole attra- 
verso il doppio strato. Altre sono attac- 
cate alla membrana mediante un singolo 
segmento idrofobo a elica; alcune delle 
proteine avvolte a elica sono recettori 
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che trasportano grosse molecole entro la 
cellula. Tutte, o quasi, queste molecole 
sono libere di diffondersi nel doppio 
strato liquido, mentre vi sono altre strut- 
ture, come le giunzioni strette e le giun- 
zioni comunicanti, che rimangono rela- 
tivamente statiche. In contrapposizione, 
vi è il movimento estremamente dinami- 
co della membrana durante l'endocitosi. 



Le membrane plasmatiche prendono 
parte a molte funzioni cellulari che non 
ho trattato in questo articolo. Poiché es- 
se costituiscono l'interfaccia tra la cellula 
e il resto dell'organismo, devono essere 
interessate nei movimenti cellulari e nel 
modo in cui questi movimenti vengono 
diretti durante la crescita e lo sviluppo. 
La membrana plasmatica svolge un ruo- 



lo anche nella proliferazione neoplastica 
durante la quale la crescita e la migra- 
zione delle cellule diventano incontrol- 
labili. Sebbene si sia ancora lontani dal- 
l'avere compreso le basi molecolari di 
questi processi, le conoscenze attuali sul- 
la struttura delle membrane costituisco- 
no sicuramente una tappa importante in 
quella direzione. 
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Il dclo delPendocilosi e dell'esocitosi è illustrato in quattro stadi. Ai 
recettori sulla membrana plasmatica si legano gli ioni di ferro triva- 
lente presenti nella molecola della transferrina e il colesterolo che si 
trova in una lipoproteina a bassa densità (ldl). 1 recettori, con annesse 
transferrina e LDL, si diffondono in una fossetta rivestita, che blocca 
l'ingresso ad altre proteine di membrana (/ ). Dopo che la fossetta si 
invagina nella cellula e diventa una vescicola, il rivestimento di ci atri na 
si stacca e la crescente addita comincia a liberare la ldl dal suo 
recettore e gli ioni di ferro trivalente dalla transferrina (2 ). La vescicola 



A 








si fonde allora con un endosoma che gii porta ì recettori derivanti da 
cicli endocitotici precedenti. Gli ioni di ferro trivalente e la ldl ven- 
gono trasferiti a un lisosoma. Viene mostrata anche una vescicola che 
si stacca dall'cndusoma (.?): essa porta i recettori senza più ldl e una 
transferrina senza ferro, ma ancora attaccata al recettore, e si fonde 
ancora con la membrana plasmatica; i recettori entrano in un nuovo 
ciclo endodtotico. Nel lisosoma il colesterolo si stacca dalla LDL e, 
come gli ioni di ferro trivalente, viene trasportato in altre regioni della 
cellula (4), Durante il ciclo è mantenuta l'asimmetria della membrana. 
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Le molecole 
della matrice cellulare 

Proteine citoplasmatiche formano un'intelaiatura ampiamente strutturata 
ma mutevole, che controlla forma, divisione e movimento cellulari, oltre 
al moto di vescicole e orfanelli; possono influire anche sul metabolismo 

di Klaus Weber e Mary Osborn 
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Nella cellula, il citoplasma non è 
una massa informe gelatinosa 
in cui sono sparsi il nucleo e gli 
altri organelli; ai contrario è una struttu- 
ra molto organizzata. Una matrice fibro- 
sa di natura proteica, che si estende dal 
nucleo fino alla superficie interna della 
membrana citoplasmatica, contribuisce 
a definire la forma delta cellula e riveste 
un ruolo chiave nel movimento e nella 
divisione delta stessa. Nota come cito- 
scheletro, la matrice può anche influen- 
zare il movimento degli organelli subcet- 
lulari e perfino il metabolismo cellulare, 
creando un ambiente tridimensionale 
dove avvengono gli eventi molecolari 
che costituiscono i processi vitali. 

I microscopisti hanno osservato delle 
fibre nel citoplasma di alcuni tipi cellula- 
ri per la prima volta nel corso del XIX 
secolo. Successivamente, per aumentare 
la possibilità di osservare le fibre del 
citoscheletro al microscopio ottico, sono 
stati impiegati argento e varie colora- 
zioni. Negli anni cinquanta e sessanta, 
grazie alla microscopia elettronica, è sta- 
to possibile rivelare la presenza di tre 
distinti sistemi dì filamenti nel citopla- 
sma. Più di recente, studi biochimici e 
immunologici hanno permesso dì identi- 
ficare Tinsieme caratteristico di proteine 
che distingue ciascun sistema. 

I tre sistemi si differenziano sia per 
l'aspetto ultrastrutturale sia per la com- 
posizione biochimica. Le fibre più sottili 
sono i microfilamenti, il cui diametro 
medio è di sei nanometri (miliardesimi 
di metro) e il cui costituente fondamen- 
tale è l'actìna. I microtubuli hanno un 
diametro di 22 nanometri e sono costi- 
tuiti da tubulina. Infine, il diametro dei 
filamenti del terzo tipo è intermedio e 
varia tra sette e 11 nanometri; la loro 
composizione proteica, inoltre, non è 
fissa ma muta secondo il tipo di cellula. 

È possibile purificare in laboratorio le 
singole proteine che caratterizzano 
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ognuno dei tre sistemi, il che consente 
poi di utilizzare la microscopia a immu- 
nofluorescenza per ottenere una visione 
d'insieme della configurazione di ogni 
tipo di filamento all'interno della cellu- 
la. Applicata per la prima volta nel 1974 
a uno dei componenti del citoscheletro 
(il sistema di microfilamenti), questa 
tecnica si basa sull'impiego di un anti- 
corpo contro una specifica proteina, che 
viene ottenuto iniettando la proteina 
purificata in un animale da laboratorio. 
Successivamente si fa in modo che l'an- 
ticorpo purificato sì leghi alla proteina 
bersaglio, presente all'interno di una cel- 
lula fissata, introducendolo in quest'ul- 
tima attraverso fori prodotti nella mem- 
brana plasmatica. Quindi si tratta la cel- 
lula con un secondo anticorpo marcato 
con un composto fluorescente e in grado 
di riconoscere il primo. Quando si osser- 
va la cellula al microscopio a fluorescen- 
za, l'anticorpo fluorescente legato mette 
in evidenza la distribuzione del primo 
anticorpo e, di conseguenza, della pro- 
teina a cui questo è legato. 

Quando il primo anticorpo è specifico 
per l'actina, il marcatore fluorescente 
rivela una schiera di «fibre di tensione»: 
lunghi, fitti fasci di microfilamenti che 
corrono paralleli a ridosso della mem- 
brana plasmatica. Le fibre di tensione 



sono particolarmente evidenti in cellule 
distese, cellule che giacciono piatte sul 
substrato. Molte cellule normali e cellu- 
le che sono state trasformate da un virus 
tumorale hanno perà una forma arro- 
tondata e non presentano queste fibre. 
L'anticorpo rivela, inoltre, al di sotto 
della membrana, una rete sottile di mi- 
crofilamenti, molto evidente sul «bordo 
increspato» di una cellula fissata, che 
indica il fronte della cellula che, da viva, 
scivola lentamente sul substrato. 

Un anticorpo specifico per la tubulina 
rivela un'organizzazione comple- 
tamente diversa. I microtubuli che ven- 
gono evidenziati non sono concentrati 
vicino alla membrana plasmatica; al 
contrario, si dipartono a raggiera da un 
centro organizzatore, posto vicino a! 
nucleo e noto come centrosoma. Il cen- 
trosoma è formato da due strutture ci- 
lindriche compatte, dette centrioli, e dal 
materiale pericentriolare. I singoli mi- 
crotubuli si estendono dai centrioli fin 
sotto la membrana plasmatica. Contra- 
riamente alle fibre di tensione, essi non 
scompaiono quando una cellula distesa 
assume una forma arrotondata, sebbene 
abbiano luogo cambiamenti a carico del- 
la lunghezza. Al microscopio a fluore- 
scenza è comunque molto più difficile 



Nel citoplasma di un fìbroblaslo, cellula del tessuto connettivo, la microscopia a fluorescenza 
mette in evidenza un intreccio di proteine. In blu è indicata la distribuzione dell'adula, che è la 
proteina strutturale dei microfilamenti, colorata con fall oi din a fluorescente; in rosso si osserva 
la distribuzione della vinculina, una proteina associata all'actina; in verde, infine, è indicata la 
distribuzione della tubulina, la proteina strutturale dei microtubuli. Le distribuzioni della 
vinculina e della tubulina sono state delineate immunologica niente: sono stati utilizzati anti- 
corpi specifici per ognuna delle due proteine in modo da poterle marcare con un composto 
fluorescente. J. Victor Small e Gottfried Rjnnerthaler, che lavorano in Austria all'Istituti! di 
Biologia Molecolare, hanno realizzato questa immagine partendo da tre microfotografìe distin- 
te della cellula, in bianco e nero, in ognuna delle quali era visibile solo una proteina. Hanno 
quindi osservato queste immagini attraverso filtri colorati e le hanno combinale fotografica- 
mente. Le aree bianche sono artefatti, quelle gialle risultano dalla sovrapposizione dei colori. 
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Le proteine delle cellule epiteliali sono state assortite mediante elettroforesi bidimensionale su 
gel dapprima secondo la carica, qui espressa come punto isoelettrico (da sinistra a destra), e 
successivamente secondo il peso molecolare (dall'alto al basso). Cellule vive sono state messe 
in presenza di un miscuglio di amminoacidi marcati con isotopi radioattivi; questi amminoacidi 
sono stati incorporati gradualmente dalle cellule nelle loro proteine. Le proteine sono poi state 
separate mediante elettroforesi su gel e sul gel è stata posta un'emulsione fotografica; la 
radioattività che esse hanno emesso ha prodotto l'immagine in alto. Le proteine del citoschele- 
tro sono le componenti principali delle cellule. L'aerina, la tubuli ria e la cheratina, identificate in 
basso, sono le proteine fondamentali rispettivamente dei microfilamenti, dei microtubuli e 
(nelle cellule epiteliali) dei filamenti intermedi. Le altre proteine identificate sono associate con 
esse. L'autoradiografia è stala fornita da R. Bravo e J. E, Celis dell'Università di Aarhus. 



risolvere i microtubuli che, in una cellula 
arrotondata, sono più vicini rispetto ai 
microtubuli di una distesa, e questo ha 
portato all'errata convinzione che, nelle 
cellule trasformate, il complesso micro- 
tubulare si distrugga e diventi indefinito. 
Uno spettacolare riassestamento del 
complesso mìcrotubulare avviene all'i- 
nizio della mitosi, cioè all'inizio del pro- 
cesso di divisione cellulare. La micro- 



scopia a immunofluorescenza mostra 
che, mentre i cromosomi nel nucleo si 
condensano e cominciano a separarsi in 
due serie, i microtubuli scompaiono e la 
tubulina si riassocia e forma il fuso mito- 
tico: una struttura composta da micro- 
tubuli paralleli che si estendono dai poli 
della cellula in divisione fino ai cromo- 
somi al centro, e di filamenti che colle- 
gano i poli opposti. Il fuso guida e pro- 



babilmente fornisce la forza motrice 
necessaria al movimento delle due serie 
di cromosomi verso i poli. Esso è l'ele- 
mento del citoscheletro responsabile 
della corretta divisione del materiale 
genetico della cellula parentale tra le 
due cellule fighe. 

L'anticorpo necessario per osservare 
il terzo sistema di filamenti della cellula, 
i filamenti intermedi, varia con la pro- 
teina che li compone, la quale, a sua 
volta, dipende dal tipo di cellula. L'as- 
setto dei filamenti intermedi è differente 
nei diversi tessuti (alcune cellule ne 
sembrano del tutto prive) in relazione 
alla differente biochimica dei filamenti 
stessi. In generale, i filamenti intermedi 
legano in una rete l'intero citoplasma, 
ma in alcune cellule essi sono riuniti in 
fasci e in altre sono distribuiti come fi- 
lamenti singoli. In molti tipi cellulari la 
loro disposizione sembra correlata a 
quella dei microtubuli. 

T a microscopia a immunofluorescenza 
*— ' è uno strumento potente per lo stu- 
dio d'insieme della disposizione dei fi- 
lamenti del citoscheletro; essa si è anche 
rivelata utile per determinare quali altre 
proteine sono associate con i diversi si- 
stemi di filamenti. Con alcuni espedienti 
questa tecnica può anche produrre 
un'immagine che rappresenta contem- 
poraneamente i tre sistemi in un'unica 
cellula: si tratta di immagini stereosco- 
piche che danno l'illusione di una vista 
tridimensionale. 

La microscopia elettronica offre una 
risoluzione ancora maggiore della mi- 
croscopia a immunofluorescenza. Tut- 
tavia, le sezioni che vengono convenzio- 
nalmente sviluppate in essa sono solo 
circa un duecentesimo dello spessore di 
una cellula e perciò non forniscono una 
vista d'insieme dell'organizzazione del 
citoscheletro. Nuovi microscopi elettro- 
nici ad alta tensione possono essere im- 
piegati per lo studio di sezioni più spes- 
se, nelle quali singole fibre del citosche- 
letro possono essere seguite su grandi 
distanze. Un altro modo per osservare al 
microscopio elettronico l'organizzazio- 
ne d'insieme del citoscheletro consiste 
nel trattare le cellule con un blando de- 
tergente, che produce buchi nella mem- 
brana plasmatica ed estrae dal citopla- 
sma molte proteine solubili, lasciando 
tuttavia intatti i microfilamenti, i micro- 
tubuli e i filamenti intermedi. Prepara- 
zioni di questo tipo possono essere os- 
servate direttamente al microscopio 
elettronico, cioè senza bisogno di sezio- 
nare la cellula. 

La configurazione degli elementi del 
citoscheletro può essere anche messa in 
evidenza tramite l'esame microscopico 
di preparati ottenuti con la tecnica del 
criodecapaggio, che consiste in un rapi- 
do congelamento e nella fratturazione di 
una cellula, nella rimozione dell'acqua 
da essa e nella deposizione di urto strato 
sottile di platino. Al microscopio elet- 
tronico, il campione così trattato produ- 



ce immagini suggestive, apparentemen- 
te tridimensionali, del citoscheletro. La 
specificità biochimica delia microscopia 
a immunofluorescenza è stata estesa 
anche alla microscopia elettronica gra- 
zie all'impiego di anticorpi marcati con 
sostanze opache agli elettroni, come la 
ferritina o l'oro colloidale; la distribu- 
zione di queste in una microfotografia 
indica la distribuzione della proteina 
bersaglio. 

Tutte le tecniche finora enunciate 
forniscono solo un'immagine statica del 
citoscheletro, un'istantanea della cellula 
al momento in cui essa viene fissata. Al- 
tre tecniche cominciano a rivelare il 
comportamento del citoscheletro nella 
cellula vivente. Si può infatti marcare in 
provetta una proteina del citoscheletro 
con un composto fluorescente e quindi 
iniettarlo nella cellula utilizzando un 
sottilissimo ago di vetro. La marcatura 
fluorescente permette di seguire l'incor- 
porazione della proteina nella matrice 
citoplasmatica con una cinepresa che 
intensifica l'immagine. Per stabilire il 
ruolo di una particolare proteina della 
matrice nel comportamento e nella fisio- 
logia della cellula, si può iniettare un 
anticorpo contro quella proteina; spesso 
esso la inattiva e il comportamento della 
cellula fornirà quindi un'indicazione del 
ruolo che la proteina svolge normalmen- 
te nella cellula. 

Per determinare la base molecolare sia 
della struttura sia del comportamen- 
to della cellula, messo in luce da queste 
tecniche di microscopia, le osservazioni 
eseguite devono venire analizzate in re- 
lazione ai risultati ottenuti negli studi 
biochimici. Saggi in vitro net quali ven- 
gono purificate proteine del citoschele- 
tro e vengono analizzate loro interazio- 
ni, hanno reso possibile una descrizione 
biochimica di molte osservazioni che 
erano state fatte al microscopio. Da que- 
sto punto di vista, le proteine che stanno 
alla base della organizzazione e della 
dinamica dei microfilamenti sono parti- 
colarmente ben caratterizzate. 

Prima tra queste, l'actina, costituen- 
te principale dei microfilamenti. Nella 
sua forma purificata, l'actina è un 
monomero detto actina globulare o 
aerina G (una singola unità molecolare 
che può combinarsi con unità simili per 
formare un polimero a catena). In pre- 
senza di adenosintrifosfato (ATP), un 
composto che fornisce energia alla cel- 
lula, e in una soluzione tampone fisio- 
logica, l'actina G si polimerizza e for- 
ma lunghe doppie etiche di actina fila- 
mentosa o actina F. Contemporanea- 
mente l'ATP viene trasformato in ade- 
n osi ndi fosfato (ADP), liberando l'ener- 
gia necessaria perché avvenga il pro- 
cesso. La catena di actina F ha una 
polarità: tende a poli meri zzarsi o al- 
lungarsi a una estremità (l'estremità +) 
e a depoli merizzarsi o accorciarsi all'al- 
tra estremità (l'estremità -). L'acti- 
na F è il principale elemento strutturale 



dei microfilamenti, anche se, nel cito- 
scheletro, si lega a essa un certo nume- 
ro di proteine diverse, dette proteine 
che legano l'actina. 



Le proteine che legano l'actina rego- 
lano la configurazione e il comporta- 
mento dell'aerina F, L'analisi della mu- 
scolatura scheletrica, della muscolatura 




I sistemi filamentosi del citoscheletro hanno configurazioni diverse, come risulta evidente daDe 
mìcrof otografie ottenute al microscopio a immunofluorescenza. I microfilamenti (in alto a 
sinistra) decorrono paralleli alla membrana cellulare in fasci noti come fibre di lensione, che 
possono avere una funzione contrattile. Appena al di sotto della membrana, i microfilamenti 
formano anche una trama sortile, appena evidente qui in corrispondenza del bordo superiore 
increspato della cellula che contraddistingue il fronte della cellula viva che si muove. 1 micro- 
tubuli (in alto a destra), che nella microfotografia possono essere visti individualmente, si 
dipartono radialmente da un'area vicina al nucleo, il centrosoma (regione in colore più intenso). 
Nella cellula che non si sta dividendo i microtubuli possono fungere da guide radiali perii traspor- 
to intracellulare, ma, durante la divisione cellulare, essi scompaiono e la tubulina si riassocia 
formando i microtubuli del fuso mitotico, come si può osservare in una microfotografia ira 
basso a sinistra) per la quale è stalo utilizzato un colorante fluorescente diverso. I filamenti 
intermedi (in basso a destra), come i microtubuli, si estendono per tutto il citoplasma. In una 
cellula epiteliale, come quella raffigurata, essi formano fasci spessi e ondulati che probabilmen- 
te conferiscono un rinforzo della struttura; in altri tipi cellulari, invece, non sono di solito cosi 
strettamente aggregati come lo sono nell'epitelio e la loro funzione risulta meno chiara. 
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liscia (involontaria) e di varie cellule e 
tessuti non muscolari, ha permesso di 
individuare diverse decine di proteine 
del genere e molte altre sicuramente 
devono ancora essere identificate. Al- 
cune sono peculiari di determinati tipi 
cellulari, ma parecchie sono comuni a 
una gamma di cellule e sono tutte deno- 
minate in base agli effetti in vitro che 
esercitano sul montaggio e sulla struttu- 
ra dell'aerina. I fattori gelificanli aumen- 
tano notevolmente la viscosità dell'aeri- 
na F purificata ; essi formano legami fles- 
sibili ma resistenti tra filamenti incrocia- 
ti. I fattori che formano fasci, una serie 
di proteine molto compatte, mantengo- 
no i filamenti di aerina rigidamente uniti 
in parallelo; questi fasci possono essere 
visualizzati al microscopio ottico. I fat- 
tori di spaziatura, a forma di bacchetta, 
formano ponti tra filamenti paralleli di 
actina, la lunghezza dei quali può rag- 
giungere i 200 nanometri. 

I fattori di frammentazione e di stabi- 
lizzazione si legano non a catene multi- 
ple di actina, bensì a singoli filamenti, 
determinandone lunghezza e stabilità. 
Sembra che i primi si inseriscano tra le 
subunità di un filamento separandole e 
formando un cappuccio sulla nuova 
estremità (+ ). Quando vengono aggiun- 
ti a un gel di actina F, la viscosità di 
questa diminuisce vistosamente mentre i 
suoi filamenti si frammentano. 1 fattori 
di stabilizzazione contrastano, invece, 
con l'azione dei fattori di frammenta- 
zione; noti anche come «proteine cofi- 
lamentose», essi giacciono lungo il fila- 
mento di actina proteggendolo. La tro- 
pomiosina, una proteina filamentosa di 
dimensioni ridotte, può fungere da fat- 
tore di stabilizzazione dell'aerina F in 
cellule non muscolari. 

Altre proteine ancora regolano l'as- 
semblaggio di singole fibre di actina F. 
Poiché le fibre di actina tendono ad ag- 
giungere subunità di actina G a un'e- 
stremità e a perderle dall'altra, si ha un 
flusso di subunità lungo la catena quan- 
do questa è in equilibrio con l'aerina G 
libera. Il processo è definito «mulinello» 
ed è regolato da fattori di incappuccia- 
mento. Ogni molecola incappucciarne è 
specifica o per l'estremità (+) o per 
quella (— ). In questo modo, questi fatto- 
ri bloccano o l'aggiunta o la rimozione di 
subunità sul filamento e determinano, di 
conseguenza, la quantità di aerina pre- 
sente in forma polimerizzata. 

Un'altra famiglia di proteine che si 
legano all'aerina, influenzando l'equili- 
brio tra actina G e aerina F, si uniscono 
al monomero invece che al polimero. 
Questi fattori «sequestranti» formano 
un complesso con l'actina G, prevenen- 
done la polimerizzazione. Essi costitui- 
scono una riserva di actina monomerica, 
a cui la cellula può attingere quando ha 
bisogno di formare nuovi filamenti. 

In quale modo la cellula può control- 
lare la formazione, il legame, l'incap- 
pucciamento e la frammentazione dei 
suoi microfilamenti? Almeno alcune 



delle proteine che si legano all'aerina, in 
primo luogo quelle responsabili della 
frammentazione e alcune dì quelle re- 
sponsabili dell'incappucciamento e della 
spaziatura, sono regolate da flussi di ioni 
di calcio, che come è noto sono impor- 
tanti mediatori cellulari. 

I fattori sequestranti possono essere 
regolati da certi lipidi; in vitro questi ne 
causano il distacco dai monomeri di ac- 
tina G. È molto probabile che alcune 
cellule controllino l'architettura dei loro 
microfilamenti alterando le percentuali 
relative alle varie proteine che si legano 
all'aerina. 

Le proteine che si legano all'aerina 
influenzano non solo l'organizzazione 
della trama di quest'ultima, ma anche la 
sua attività. Le proteine di incappuccia- 
mento e quelle di frammentazione, per 
esempio, possono svolgere un ruolo in 
alcuni tipi di locomozione cellulare e nel 
movimento intracellulare, controllando 
l'allungamento o l'accorciamento locale 
dei filamenti di actina. II «motore» rico- 
nosciuto del movimento cellulare, e 
probabilmente di certi particolari aspetti 
del trasporto cellulare, è ancora una vol- 
ta una proteina che si lega all'aerina: la 
miosina. Insieme al Taci ina, la mimili a è 
in grado di trasformare l'energia chimica 
dell' ATP in movimento contrattile. La 
miosina è infatti un'ATPasi, un enzima 
che idrolizza I'atp in adp+Pj, La sua at- 
tività viene stimolata dal legame con 
l'aerina F. 

L'associazione della miosina con l'ac- 
tina F è stata ampiamente dimostrata 
nelle cellule muscolari, dove le due pro- 
teine formano unità contrattili ordinate, 
i sarcomeri. Il citoplasma delle cellule 
non muscolari contiene quantità inferio- 
ri di miosina, in uno stato molto meno 
ordinato: invece di formare i filamenti 
spessi e bipolari (a doppia testa), tipici 
delle cellule muscolari, la miosina è mor- 
fologicamente dispersa in quella giungla 
che è l'organizzazione del citoscheletro 
e che si può osservare nelle comuni 
immagini al microscopio elettronico. La 
microscopia a immunofiuorescenza con- 
ferma, comunque, la sua presenza tra i 
microfilamenti. 

T 'importanza della miosina nella con- 
*—' trazione può essere messa in evi- 
denza da studi in vitro, tramite i quali è 
stata chiarita la possibile biochimica del 
processo. Anche qui un flusso di ioni di 
calcio funge da segnale. La miosinchina- 
si, un'altra proteina associata ai microfi- 
la ni enti, in presenza di calmodulina, una 
sostanza che media molti effetti del cal- 
cio, è in grado di alterare la configura- 
zione delle molecole di miosina. Queste 
ultime si tendono e si aggregano in pic- 
coli filamenti bipolari. Gli ioni di calcio 
attivano anche i fattori di frammenta- 
zione, che tagliano parti della trama di 
aerina. I filamenti bipolari di miosina, 
quindi, si legano, a entrambe le estremi- 
tà, a filamenti di actina opportunamente 
allineati e, in presenza di atp, produco- 



no lo slittamento di un filamento sull'al- 
tro. Può anche darsi che le molecole di 
miosina, ancorate in modo opportuno, 
trascinino singoli filamenti di actina. 

Una prova diretta che l'actina F, in- 
sieme alla miosina, trasformi in movi- 
mento l'energia chimica immagazzinata 
nell'ATP viene da un recente esperimen- 
to eseguito con proteine purificate. Un 
complesso di filamenti di actina tra loro 
paralleli e aventi la stessa polarità è stato 
fissato a una pellicola di carbone. Sono 
state quindi aggiunte a esso piccole pal- 
line di polistirene alle quali erano legate 
molecole di miosina. Quando è stato 
somministrato atp. lungo i filamenti si è 
potuto osservare un movimento di palli- 
ne, la cui velocità era in armonia con la 
velocità della contrazione muscolare e di 
certe forme di moto cellulare. Tuttavia, 
non si capisce come la cellula riesca a 
trasformare questo movimento a livello 
molecolare in un processo di locomo- 
zione cellulare o nel movimento intra- 
cellulare degli organelli. 

La relazione che esiste tra rete dei 
microfilamenti e struttura della cellula è 
meglio nota del ruolo che la rete stessa 
svolge nel movimento cellulare. Microfi- 
lamenti prevalgono nella parte esterna 
del citoplasma e hanno quindi una forte 
influenza sulle caratteristiche della su- 
perficie cellulare. Un'intelaiatura for- 
mata da un tipo specifico di actina corre 
sotto la membrana plasmatìca in alcune 
cellule ed è stato possibile purificarla e 
isolarla da taluni tipi cellulari. Tecniche 
immunologiche e biochimiche hanno 
rivelato la composizione biochimica del- 
la struttura proteica isolata. 

Appena al di sotto della membrana 
plasmatica dei globuli rossi, filamenti 
molto corti di aerina, insieme a una pro- 
teina che si lega a quest'ultima, formano 
una trama bidimensionale che può spie- 
gare la flessibilità di queste cellule, una 
caratteristica che permette loro di passa- 
re attraverso i capillari più sottili. Le 
catene di actina, che probabilmente con- 
tengono solo una dozzina circa di mo- 
n omeri, si trovano in corrispondenza 
delle giunzioni della rete; esse sono uni- 
te da lunghe molecole di un fattore di 
spaziatura, la spectrina. Una terza pro- 
teina, l'anchirina, crea un'associazione 
tra i filamenti di spectrina e una delle 
principali proteine transmembrana 
(proteine che attraversano la membrana 
plasmatica), ancorando così la rete; altre 
proteine ancora rendono stabile questa 
struttura di base. 

La superficie di una cellula dell'epite- 
lio intestinale ha una topografìa più 
complessa. Al dì sotto di essa vi è un'im- 
palcatura citoscheletrica molto intricata, 
mentre verso il lume intestinale una sin- 
gola cellula epiteliale presenta qualche 
migliaio di estroflessioni simili a dita, i 
micro villi, che fanno aumentare l'area 
attraverso cui vengono assorbite le so- 
stanze nutritive. I microvilli sono pieni 
di enzimi digerenti e di sistemi biochimi- 
ci di trasporto che servono a trasformare 



tali sostanze. Ogni microvillo è reso sta- 
bile da un fascio di aerina F, in cui due 
proteine, la vìllina e la fimbrina, fungo- 
no da fattori di formazione dei fasci. 
Una serie di ponti con andamento eli- 
coidale collega il fascio suddetto con la 
membrana plasmatìca del microvillo. La 
proteina che li costituisce non è stata 
ancora caratterizzata completamente. 



ma si suppone che sia una proteina 
transmembrana, che si estende nel cito- 
plasma fino a incontrare il fascio di ac- 
tina. Alla base dì questo, i filamenti 
sono impiantati in una trama orizzonta- 
le che si pensa sia formata principal- 
mente da un fattore dì spaziatura simile 
alla spectrina. Tale trama mantiene co- 
stante la posizione dei numerosi fasci e 



di conseguenza rende stabili i microvilli. 
Le microfotografie al microscopio 
elettronico hanno mostrato molti altri 
tipi di interazione tra microfilamenti e 
membrane superficiali. Molte di queste 
interazioni hanno sicuramente un signi- 
ficato strutturale analogo a quello che si 
osserva nei globuli rossi e nell'epitelio 
intestinale; tuttavia i loro dettagli mole- 
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Le proteine (in colore) che si legano all'aerina, la proteina fondamen- 
tale dei microfilamenti (in nere), ne regolano l'organizzazione e l-attì- 
vità. L'actina globulare (actina G), che è la subunità proteica dei 
mi ero fila menti, viene in questo modo conservata nella cellula dalla 
profuma, una proteina che Torma un complesso con essa e che agisce 
da fattore sequestrante l / >. Quando il complesso si scioglie, l'actina G 
si polimerìzza e forma catene elicoidali di actina filamentosa (aerina 
/ I. Queste catene hanno una polarità: tendono ad aggiungere mole- 
cole di actina G a un'estremità e a perderle dall'altra. I fattori di incap- 
pucciamento (2 ), legandosi all'una o all'altra estremità della catena, 



regolano il processo. 1 fattori di frammentazione (3 ) scindono catene 
compiete; i fattori di stabilizzazione (4) ostacolano l'attività dei fatto- 
ri di frammentazione, legandosi in parallelo alle catene di actina e 
proteggendole. 1 fattori dì formazione del fasci (5 ), di gemicazione 
(fi l e di spaziatura (7) regolano l'organizzazione spaziale dei filamen- 
ti di actina; LI fattore che produce contrazione, la miosina (£), la 
rende dinamica. Questo fattore si lega ai filamenti di actina che han- 
no polarità opposta (frecce) e li fa scorrere l'uno sull'altro. Il processo 
richiede ade n osi n Info sfato (atp), un composto che trasporta energia. 
Altre proteine (9, IO) ancorano la rete alla membrana cellulare. 
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L'intelaiatura, o trama, di adira e di s peci ri ri a sulla superfìcie interna 
della membrana di un globulo rosso untano conferisce a questa 
cellula solidità e flessibilità. Catene di actina molto corte (in nero nello 
schema a sinistra ) formano i «nodi» della rete; molecole lunghe e sottili 
di spectrina, che è il fattore di spaziatura {in colore), le coUegano, La 
spectrina si tega poi a una proteina, ì'anchirina Un colore chiaro}, che 
ancora la relè a una proteina, la banda III (in grigio), inclusa nella 
membrana e sporgente dalla superficie estema. Altre componenti pro- 
teiche (che non compaiono nell'illustrazione) rendono stanile e raffor- 



zano ulteriormente questa struttura. La microfotografia al microscopio 
elettronico, realizzata da John Glenney mentre lavorava con gli autori, 
mostra Un atto a destra) la forma allungata di una proteina purificata 
simile alla spectrina. La microfotog rafia di Timothy I. Byers e Daniel 
Branton della Harvard University, mostra infine Un basso a destra) la 
membrana di un globulo rosso, stirata In modo da farle raggiungere una 
dimensione pari a circa 10 volte quella originale cosà da metterne in 
evidenza l'organizzazione. Essa rivela i legami della spectrina e, su 
di essi, i siti ai quali si ancora ì'anchirina, e le catene di actina. 



colari non sono ancora ben noti come in 
altre cellule. 

È probabile che la rete di microfi la- 
menti sotto la membrana plasmatica 
abbia una relazione importante con la 
fisiologia della cellula. Nei globuli rossi, 
la proteina transmembrana, chiamata 
banda III per la posizione assunta nell'e- 
lettroforesi su gel, è un sito di ancorag- 
gio per certi enzimi glicolitici. che me- 
diano il catabolismo del glucosio. La 
banda III agisce anche come un canale 
che permette uno scambio di ioni attra- 
verso la membrana e permette dunque 
anche che i globuli rossi si liberino del- 
l'anidride carbonica durante il loro pas- 
saggio nel tessuto polmonare, assumen- 
do contemporaneamente ossigeno. In 
altri tipi di cellule certe prò teìne binasi 
(che svolgono un ruolo chiave nella fisio- 
logia cellulare) sono localizzate nella 
trama presente appena sotto la mem- 
brana cellulare. Sulla struttura di questa 
trama possono influire direttamente 
anche segnali che giungono sulla super- 
ficie estema e che sono captati da recet- 
tori che legano molecole mediatrici. 

Certi virus tumorali possono a loro 
volta influenzare la trama sotto la super- 
ficie. In cellule trasformate, possono 
essere localizzate in questa proteine co- 
dificate dagli oncogeni (geni che indu- 
cono il cancro) virali. Queste proteine 



possono indurre marcati cambiamenti 
nel citoschelctro e, in alcuni casi, si è 
potuto dimostrare che fosfori! ano (cioè 
aggiungono un gruppo fosfato) a sue 
specifiche proteine. 

I" microtubuli, che sono il secondo si- 
*■ stema di filamenti, differiscono dai 
microfilamenti per l'organizzazione 
generale, come è messo in evidenza dal- 
le microfotografie a irnmunofiuorescen- 
za; essi svolgono inoltre una serie diffe- 
rente di funzioni. Sono apparentemente 
un importante fattore nell'organizza- 
zione e nel trasporto intracellulare, oltre 
che nella struttura globale della cellula. 
Ricordano i microfilamenti in quanto 
sono costituiti principalmente da una 
singola proteina strutturale. Una so- 
stanza chiamata tubulina è la loro com- 
ponente principale così come lo è di or- 
ganetti correlati come le ciglia e i flagelli 
(due tipi di prolungamenti con i quali 
alcune cellule si muovono o muovono il 
liquido o le particelle circostanti), ì corpi 
basali (ai quali dglia e flagelli sono anco- 
rati) e i centrioli. 

Come l'aerina dei microfilamenti. la 
tubulina forma polimeri. Essa è di perse 
una proteina globulare, formata da due 
polipeptidi simili ma distinti, l'alfa- e la 
beta-tubulina. La sua polimerizzazione 
può essere osservata in vitro: in presenza 



di guanosintrifosfato (GTP), un compo- 
sto che trasporta energia ed è simile al- 
!' ut. i dimeri di tubulina (molecole 
formate da alfa- e beta-tubulina) si uni- 
scono e formano un tubo internamente 
vuoto. (Vale la pena di sottolineare che, 
circa vent'anni dopo che la struttura del- 
la tubulina è stata osservata al microsco- 
pio elettronico, non è ancora noto se lo 
spazio centrale, con un diametro di circa 
10 nanometri, abbia o no una funzione.) 

Indagini biochimiche e osservazioni al 
microscopio suggeriscono che i micro- 
tubuli, come i microfilamenti, siano as- 
sociati con altre proteine che influenza- 
no la loro organizzazione e attività. La 
microscopia elettronica mostra un certo 
numero di proteine che si proiettano dal- 
la parete dei microtubuli verso il citopla- 
sma, talvolta per decine di nanometri; la 
funzione di queste proteine può essere 
quella di collegare i microtubuli con al- 
tre componenti citoplasmatiche o di de- 
finire una zona protetta attorno a ogni 
microtubulo. 

Le proprietà biochimiche della tubu- 
lina fanno pensare all'esistenza di altre 
proteine associate. Come ['actina F, i 
microtubuli mostrano in vitro una pola- 
rità: un'estremità tende ad allungarsi 
per polimerizzazione mentre l'altra ten- 
de ad accorciarsi con un processo a 
«mulinello» analogo a quello dimostra- 



to per l'aerina F. Così alcune proteine, o 
sostanze più complesse, possono agire 
da fattori di incappucciamento, eserci- 
tando effetti marcati sulla formazione e 
Sulla demolizione dei microtubuli. In vi- 
tro, sembra che i centrosomi siano il cen- 
tro di nucleazione per l'insieme di mi- 
crotubuli che crescono e si accorciano. 
La loro instabilità dinamica può spiega- 
re alcuni aspetti del comportamento in 
vivo dei microtubuli, in particolare per 
quanto riguarda il fuso mitotico. È inte- 
ressante notare che le estremità dei mi- 
crotubuli contenenti gtp (la forma ricca 
di energia) sembrano più resistenti al- 
l'accorciamento per depolimerizzazione 
delle estremità che hanno, invece, un più 
alto contenuto di GDP, 

Alcune proteine associate alla tubuli- 
na possono essere presenti solo in stadi 
specifici della vita della cellula o in speci- 
fici compartimenti di quest'ultima, il che 
suggerisce che abbiano funzioni specifi- 
che. Per esempio, esistono oggi interes- 
santi indicazioni su proteine associate 
unicamente alta tubulina del fuso mito- 
tico. Nei neuroni, proteine differenti 
sembrano associate ai microtubuli dei 
dendriti e degli assoni. Nelle ciglia e nei 
flagelli, la tubulina è legata a una protei- 
na flessibile, la dineina. Come la miosi- 
na, anche la dineina è una ATPasi e forni- 
sce l'energia per il movimento a frusta 
delle ciglia e dei flagelli. 

La dineina, o qualche altro analogo 
ATP- dipendente della miosina, potrebbe 
legarsi alla tubulina anche all'interno del 
citoplasma. Se effettivamente una tale 
associazione avvenisse, allora un com- 
plesso citoplasmatico di tubulina e di- 
neina potrebbe essere una base ulteriore 
per il movimento cellulare. La tubulina 
potrebbe inoltre promuovere un certo 
movimento grazie a fattori di incappuc- 
ciamento e a processi di accorciamento o 
allungamento dei microtubuli. 

Un diverso meccanismo, basato sulla 
tubulina e su una ipotetica proteina as- 
sociata a essa, può trasportare le vescico- 
le lungo gli assoni delle cellule nervose e 
forse far muovere altri organelli nel ci- 
toplasma. Un recente studio in vitro ha 
dimostrato che vescicole isolate dagli 
assoni giganti di calamaro in presenza di 
ATP e dì un estratto grezzo di proteine 
cellulari si muovono lungo microtubuli 
purificati a una velocità che può rag- 
giungere un micrometro al secondo. Si 
pensa che una proteina presente nell'e- 
stratto, e fino a oggi non identificata, 
funga da traslocatore, probabilmente 
legandosi sia alle vescicole sia a un mi- 
crotubulo. Questo ipotetico trastocatore 
agirebbe come una ATPasi, idrolizzando 
l'ATP per ricavare l'energia necessaria 
per lo spostamento delle vescicole. 

Mentre i particolari della dinamica dei 
microtubuli nel citoplasma rimangono 
tuttora incerti, più evidente risulta il loro 
ruolo strutturale. Le polarità di tutti i 
microtubuli che si dipartono in modo 
radiale dal centrosoma sono probabil- 
mente identiche. Se una cellula viene 



trattata con un farmaco come il colcemi- 
de, i suoi microtubuli si depoli m erizza no 
e praticamente scompaiono. Quando il 
colcemide viene rimosso, i microtubuli 
riappaiono con una disposizione stret- 
tamente unidirezionale, allungandosi 
verso l'esterno a partire dal centrosoma, 
con una velocità dì circa un micrometro 
al minuto (alla temperatura di 37 gradi 
centigradi), che corrisponde all'inarca 
alla velocità di polimerizzazione della 
tubulina in vitro. Nel giro di 75 minuti è 
possibile osservare il loro spiegamento, 
analogo a quello che si osserva in una 
cellula normale. La loro natura direzio- 
nale suggerisce che possano agire da 
guide per un trasporto radiale all'inter- 
no della cellula. 

Sembra che i microtubuli abbiano 
anche un peso nel determinare la forma 
caratteristica e l'orientamento di certe 
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cellule. Per esempio, un fibroblasto (cel- 
lula del tessuto connettivo), è asimme- 
trico e, mentre si muove lungo il substra- 
to, presenta un bordo increspato in 
avanti e una coda slanciata. Trattato con 
colcemide, che causa la scomparsa dei 
microtubuli, esso diviene più simmetrico 
e smette di muoversi. Questo trattamen- 
to disturba in maniera visibile tutte le 
attività cellulari. Il moto caratteristico 
degli organelli intracellulari e di certe 
vescìcole - movimenti guidati, intermit- 
tenti - cessa. Le membrane dell'appara- 
to di Golgi assumono un aspetto disor- 
dinato e si allontanano dalla loro posi- 
zione consueta, vicino al centrosoma. 
Contemporaneamente il sistema inter- 
connesso di canali, che forma il reticolo 
e n do pi asmatico, sembra ritrarsi. Sem- 
bra che l'alterazione dei microtubuli in 
cellule non epiteliali influenzi anche un 




Un'impalcatura a base di actina rafforza i microvilli (estroflessioni digttiformi), presenti alla 
superficie di una cellula dell'epitelio intestinale. All'interno di ogni microvillo, due fattori di 
formazione dei fasci, la * illina (pallini vuoti nello schema a sinistra l e la fimbrina (pallini neri) 
legano i filamenti di actina Un nero) in un fascio longitudinale; un'altra proteina Un colore) 
forma ponti laterali tra il fascio longitudinale e la membrana superficiale del microvillo. Non si 
sa come questo fascio sia ancorato alla sua estremità superiore. Sotto i microvilli una variante 
della spectrina (In grigio), che è il fattore di spaziatura, forma una trama alla quale sono fissati i 
fasci. Ancora più in profondità, i filamenti di actina si intrecciano con i filamenti intermedi della 
cellula, costituiti da cheratina. Questi filamenti di cheratina, a loro volta, sono ancorati alla 
membrana cellulare in regioni specializzate, i desmosomi, che tengono unite le cellule epiteliali. 
La microfotografia di una cellula intestinale (a destra), trattata con la tecnica dell'incisione in 
profondità e precedentemente sottoposta all'azione di detergenti per rimuovere le proteine 
solubili, mostra numerosi microvilli. In parecchi di essi si possono osservare i fasci di actina e 
le loro connessioni con la membrana; inoltre le trame di spectrina e di cheratina. La micro- 
fotografia è stata realizzata da John E, Heuser della Washington University a St. Louis. 
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L'assemblaggio della tubulina ha luogo quando ì dimeri di alfa- e di beta-tubulina si uniscono 
formando 13 protofilamenti attorno a una cavità centrale. Ne risulta un microtubulo del 
diametro di 22 nanometri, visibile di fronte (a sinistrai, di lato lai centro) e aperto (a destra}. 



altro sistema di fibre, i filamenti inter- 
medi, che si ritirano nella parte intema 
della cellula e si avvolgono intomo al 
nucleo. 

Esperimenti con altre sostanze chi- 
miche che alterano la normale disposi- 
zione dei microtubuli hanno prodotto 
ulteriori prove del fatto che i microtu- 
buli definiscono un ordine spaziale al- 
l'interno della cellula. Il taxolo, che 
promuove anziché inibire la polimeriz- 
zazione della tubulina, fa in modo che i 
microtubuli formino all'interno della 
cellula dei fasci che non si collegano più 
al centrosoma; effetti analoghi si pos- 
sono ottenere iniettando in una cellula 
anticorpi specifici antitubulina. 

Sembra, dunque, che i microtubuli 
determinino la geometria della cellula, 
fungendo da tracce che orientano altri 
fenomeni cellulari. In cellule dì dimen- 
sioni limitate, una guida del genere po- 
trebbe non essere necessaria, almeno a 
livello intracellulare: il moto browniano 
da solo potrebbe essere sufficiente a tra- 
sportare vescicole e altri Arganelli nelle 
loro giuste posizioni all'interno della cel- 
lula. Al contrario, in cellule fortemente 
asimmetriche come i neuroni, l'assone 
dei quali si estende in certi animali per 
diversi metri, tale guida potrebbe rive- 
larsi essenziale per il trasporto intracel- 
lulare. 

"D iguardo la funzione dei filamenti 
■l\ intermedi, il terzo elemento del ci- 
toscheletro, sì sa ben poco. Ancora più 
difficile è fare delle generalizzazioni ri- 
guardo la loro biochimica. Le loro pro- 
teine di base sono specificate da un'uni- 
ca famiglia di geni, ma differenti geni di 
questa famiglia si esprimono in tipi di- 
versi di cellule e di tessuti. Alla fine degli 
anni settanta, srudi nel campo della bio- 
chimica e dell'immunologia avevano già 
dimostrato che i geni responsabili delle 
proteine dei filamenti intermedi sì 



esprimono in modo diverso secondo la 
via che il tessuto che li contiene ha segui- 
to durante l'embriogenesi. 

La diversità delle vie embriogenetiche 
dà origine a 5 tipi di filamenti intermedi, 
distinguibili sotto l'aspetto biochimico: 
cheratine epiteliali nelle cellule epitelia- 
li, neurofilamenti nella maggior parte 
dei neuroni (ma probabilmente non in 
tutti), filamenti di desmina nel muscolo, 
filamenti gliali nelle cellule della glia 
(cellule di sostegno dell'encefalo, del 
midollo spinale e del sistema nervoso 
periferico) e filamenti di vimentina nelle 
cellule di origine mesenchimatica, come 
sono, per esempio, le cellule del tessuto 
connettivo e dei vasi sanguigni e linfati- 
ci. Nelle cheratine epiteliali esistono dei 
sottotipi: una ventina di molecole diffe- 
renti, alcune delle quali specifiche per 
epiteli morfologicamente distinti, sono 
state catalogate nei tessuti umani. 

Le molecole proteiche dei filamenti 
intermedi presentano una regione cen- 
trale a forma di bastoncino di lunghezza 
invariante. All'interno di questa regio- 
ne, esse sono molto simili: i loro ammi- 
noacidi risultano identici per una aliquo- 
ta com presa fra il 3 e ì 1 70 per ce nto , La 
regione bastoncellare rappresenta la 
base strutturale nella formazione dei fi- 
lamenti intermedi: una sezione trasver- 
sale di un singolo filamento di 10 nano- 
metri mostrerebbe una trentina delle 
suddette molecole unite tra loro. Con- 
trariamente alla polimerizzazione di 
subunità globulari che avviene nei mt- 
crofi lamenti e nei mi ero tubuli, la forma- 
zione dei filamenti intermedi non ri- 
chiede né ATP né GTF, 

Le regioni terminali delle proteine dei 
filamenti intermedi sono molto più va- 
riabili della regione centrale per quanto 
riguarda le dimensioni e la costituzione 
amminoacidica. In generale, esse non 
sono interessate nel legame che unisce le 
molecole all'interno di un filamento. 



Probabilmente si estendono dal filamen- 
to al citoplasma, dove potrebbero avere 
la funzione di legare il filamento ad altre 
componenti strutturali. Un'estremità 
della più grande tra le proteine che com- 
pongono i neurofilamenti è responsabi- 
le, per esempio, della formazione di quei 
ponti trasversali filamentosi che unisco- 
no neurofilamenti assonici vicini, come 
si nota nelle microfotografie al micro- 
scopio elettronico. 

Come gli altri sistemi di filamenti, i 
filamenti intermedi hanno un insieme di 
proteine associate, solo alcune delle 
quali, per il momento, sono note. Il loro 
molo, e più in generale la funzione del- 
l'intero sistema, è poco conosciuto. 
Quando vengono iniettati in cellule col- 
tivate in vitro degli anticorpi, contro le 
proteine dei filamenti intermedi, non 
sembra che rimangano influenzati né il 
movimento né la divisione della cellula. 
I filamenti intermedi possono svolgere 
un molo delicato nella dinamica cellula- 
re, un molo ben difficile da mettere in 
evidenza in cellule isolate, coltivate in 
laboratorio. 

In alcune cellule e tessuti è, tuttavia, 
evidente che i filamenti intermedi hanno 
uno scopo strutturale. Sono in molti a 
ritenere che essi siano attaccati per una 
estremità all'involucro nucleare ed è 
noto, inoltre, che nelle cellule epiteliali 
molti filamenti di cheratina sono ancora- 
ti a regioni specializzate della membrana 
plasmatici, i desmosomi. Sono questi 
una specie di giunzione intercellulare, 
che ha la funzione di tenere unite cellule 
vicine. A livello di un desmosoma, pro- 
teine specializzate di geni cellula attra- 
versano la membrana e proiettano all'e- 
sterno un'estremità di natura glicopro- 
teica; queste glicoproteine interagisco- 
no con altre glicoproteine presenti in 
corrispondenza dell'altra metà del de- 
smosoma, e ciò serve a tener unite le 
cellule. Insieme, fibre cheratiniche e 
desmosomi integrano l'epitelio, ren- 
dendolo stabile e rafforzandolo. In alcu- 
ne cellule non epiteliali i filamenti in- 
termedi possono, invece, unirsi con la 
trama di actina-spectrina, presente sotto 
la membrana. 

Itre sistemi di filamenti citati non sono 
unità completamente separate e indi- 
pendenti della stmttura cellulare. Le 
somiglianze nella disposizione dei mi- 
crotubuli e dei filamenti intermedi e gli 
effetti che i microtubuli, quando vengo- 
no distrutti, esercitano sui filamenti in- 
termedi di cellule non epiteliali suggeri- 
scono che i due sistemi siano legati, forse 
tramite proteine associate. Sembra an- 
che probabile che i microtubuli abbiano 
la funzione di impalcature, sulle quali 
viene deposta una trama permanente di 
filamenti intermedi. Le microfotografie 
al microscopio elettronico suggeriscono 
inoltre l'esistenza di connessioni tra i 
microfilamenti e i filamenti intermedi e 
si discute molto sull'idea che i tre sistemi 
formino una rete integrata a cui si pos- 
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sono associare organelli e probabilmen- 
te persino enzimi e proteine solubili. 

Alcuni ricercatori hanno proposto l'e- 
sistenza di un quarto sistema di filamenti 
che integri i tre precedenti. Si pensa che 
questo «reticolo microtrabecolare», la 
cui esistenza è stata suggerita da certe 
microfotografie al microscopio elettro- 
nico ad alta tensione, sia una trama irre- 
golare di filamenti sottili, con un diame- 
tro che varia da meno di due a più di 10 
nanometri; tutti gli altri elementi fila- 
mentosi della cellula, come pure gli or- 
ganelli, sarebbero immersi in mezzo alte 
microtrabecole, che fungerebbero, dun- 
que, da sostanza di sostegno della cellu- 
la. La composizione proteica delle mi- 
crotrabecole sarebbe presumibilmente 
diversa da quella degli altri tre sistemi, 
ma sembra piuttosto improbabile l'esi- 
stenza di un'altra importante compo- 
nente proteica della cellula, che le anali- 
si biochimiche non hanno ancora per- 
messo di identificare. 

Invece di essere un quarto sistema, il 
reticolo osservato nelle microfotografie 
riflette probabilmente le intricate inter- 
connessioni e interdigitazioni dei rie si- 
stemi già affermati, oppure potrebbe 
essere un artefatto prodotto dalla rottu- 
ra delle stretture citoscheletriche. Può 
anche darsi che, durante la preparazione 
dei campioni da osservare al microsco- 
pio elettronico ad alta tensione, le pro- 
teine disciolte nel citoplasma si fissino 
sulle serie di filamenti aumentandone 
l'apparente complessità. In effetti, mi- 
glioramenti nelle tecniche di fissazione 
hanno permesso recentemente di otte- 
nere, al microscopio elettronico ad aita 
tensione, delle microfotografie nelle 
quali non si osserva più il sistema micro- 
trabecolare. 

Proprio come non è ancora possibile 
descrivere la matrice cellulare come 
una stmttura singola, così sta solo len- 
tamente emergendo una visione com- 
pleta del suo molo nella dinamica cellu- 
lare. I microfilamenti hanno un'impor- 
tanza cruciale nella locomozione cellu- 
lare e nei movimenti della superficie cel- 
lulare; i microtubuli hanno, invece, una 
parte fondamentale nella mitosi. La de- 
scrizione molecolare dì questi moli è tut- 
tavia in gran parte sconosciuta. Spesso, 
infatti, non è chiaro se la matrice sia 
necessaria per una particolare funzione 
cellulare o se semplicemente la intensifi- 
chi. Si può sostenere, per esempio, che il 
processo fondamentale per la locomo- 
zione cellulare sia l'estensione, tramite 
l'aggiunta di membrana, del bordo ante- 
riore della cellula; la contrazione dei 
microfilamenti, mediata dalla miosina, 
servirebbe solo come meccanismo suc- 
cessivo, necessario per portare in avanti 
il resto della cellula che si trova dietro la 
membrana. 

Le tecniche della genetica molecolare 
possono aiutare a chiarire la funzione 
delle proteine del cito scheletro. È già 
stato dimostrato che talune mutazioni 








1 tipi cellulari presenti in tessuti complessi possono essere distinti in base alla proteina dei 
filamenti intermedi che contengono. Le microfotografie mostrano sezioni di lingua raffrontabi- 
li; le quattro immagini inferiori sono state ottenute utilizzando anticorpi fluorescenti specifici 
per le diverse proteine dei filamenti intermedi. La microfotografia in alto, che serve per 
confronto, è stata colorata, secondo la tecnica convenzionale, con ematossilina-eosina. ] numeri 
indicano gli stessi strati di tessuto. L'anticorpo contro la cheratina si lega alle cellule epidermi- 
che dello strato 1 (W centro a sinistrai rendendole visibìli: l'anticorpo contro la vimentina 
distingue le cellule del tessuto connettivo e dei vasi sanguigni, concentrate nello strato 2 (al 
centro a destra); l'anticorpo contro la desmina rivela le cellule muscolari dello strato 3 (in basso 
a sinistrai; l'anticorpo contro la proteina dei neurofilamenti mette in evidenza gli assoni e i 
corpi cellulari dei neuroni che sono distribuiti in tutta la sezione della lingua Un basso a destra). 
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L'origine delle cellule tumorali è rivelala mediante tipizzazione dei 
filamenti intermedi. A sinistra, cellule di due pazienti affetti da 
cancro colorate con le tecniche convenzionali: in alto si nota una 
sezione di tumore ottenuta per biopsia; in basso uno striscio di 
midollo osseo. Nessuno dei due preparati permette una diagnosi 
sicura del tipo di tumore. Preparati analoghi sono stati trattati con 
un anticorpo contro la desmina, una proteina dei filamenti inter- 
medi e poi con un secondo anticorpo marcato con per ossidasi di 
rafano, nel caso della sezione di tumore, e con fosfatasi alcalina. 



nel caso dello striscio di midollo osseo, in entrambi i vetrini, la 
sonda ini limnologica colora intensamente il citoplasma delle cellule 
tumorali (cellule marroni in allo a destra, celiale rosse in basso a 
destra). La desmina è la proteina dei filamenti intermedi caratteri- 
stica dei muscoli; il suo ritrovamento in entrambi i casi ha permesso 
di identificare il tumore come un rabdomiosarcoma, una varietà di 
carcinoma che ha origine nei muscoli scheletrici. Le micro fotografie 
in alto sono state realizzate nel laboratorio degli autori a Gottinga; 
quelle in basso sono di David Mason de II' Università di Oxford. 



net gene che, nel lievito, codifica per 
l'actina influiscono negativamente sulla 
sintesi, sul montaggio e sull'integrità del- 
la membrana plasmatica e sul movimen- 
to delle vescicole secernenti in direzione 
della superficie cellulare. Questa sco- 
perta implica che i microfilamenti svol- 
gano un ruolo in entrambi i processi. La 
produzione dì mutazioni in siti specìfici 
dei geni che codificano per gli elementi 
del citoscheletro e l'introduzione, in una 
cellula, di DNA clonato che codifica per 
proteìne alterate del citoscheletro, do- 
vrebbe permettere di osservare gli effet- 
ti prodotti, non solo da una singola alte- 
razione nella matrice, ma anche da cam- 
biamenti multipli. Queste tecniche do- 
vrebbero chiarire le interrelazioni strut- 
turali e dinamiche tra le proteine del 
citoscheletro. 

C'è ancora molto da imparare sulla 
matrice cellulare, ma ciò che si conosce 
ha già contribuito alla diagnosi e alla 
ricerca nel campo della patologia uma- 
na. Poiché certe proteine della matrice, 
e in particolare quelle dei filamenti in- 
termedi, variano da tessuto a tessuto, 
esse possono fornire la base per distin- 



guere i vari tipi cellulari. La capacità di 
classificare in modo corretto le cellule è 
di cruciale importanza nella diagnosi dei 
tumori che possono metastasare in siti 
molto distanti dal tessuto in cui hanno 
avuto origine. Un trattamento adeguato 
può dipendere dalla conoscenza dell'o- 
rigine cellulare del tumore. 

La tipizzazione dei filamenti intermedi 
J per mezzo della microscopia a im- 
munofluorescenza permette di distin- 
guere i principali gruppi di tumori. Così, 
le cheratine vengono trovate nei carci- 
nomi (tumori di origine epiteliale), la 
proteina dei filamenti gitali nei tumori di 
orìgine gliale, la desmina nei sarcomi di 
cellule muscolari, la vimentina nei lin- 
fomi e nei sarcomi non muscolari, le pro- 
teine dei neurofilamenti nei tumori che 
hanno origine nel sistema nervoso sim- 
patico. Nel caso dei carcinomi, le molte 
varianti della cheratina rendono possibi- 
le una diagnosi più fine; per esempio, tra 
carcinomi a cellule squamose e adeno- 
carcinomì. La tecnica può permettere ai 
patologi di caratterizzare rapidamente e 
in modo non ambiguo una parte di quel 



5-10 percento dei tumori che sono diffi- 
cili da diagnosticare con le tradizionali 
tecniche di colorazione in patologia. Dal 
momento che il metodo è estremamente 
sensibile, può essere anche impiegato 
per trovare micrometastasi di alcune cel- 
lule tumorali nei linfonodi o nel midollo 
osseo. 

La tipizzazione dei filamenti interme- 
di ha altre applicazioni mediche. Com- 
binata con Tamniocentesi, può rivelare 
alcune malformazioni congenite. La 
presenza nel liquido amniotico di cellule 
contenenti filamenti gliali o neurofila- 
menti può indicare, per esempio, un feto 
con malformazioni a carico del sistema 
nervoso centrale. La tecnica ha anche 
messo in evidenza la presenza di anoma- 
lie a carico dei filamenti intermedi nella 
muscolatura di pazienti che sono affetti 
da certe malattie di cuore e della musco- 
latura scheletrica, nel fegato degli alcoli- 
sti e, forse, nel cervello di individui affet- 
ti da malattia di Alzheimer. Queste ap- 
plicazioni mostrano come la ricerca di 
base in biologia cellulare possa contri- 
buire alla diagnosi e alla comprensione 
di malattie umane. 
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Le molecole 
del sistema immunitario 

Le proteine addette al riconoscimento delle sostanze estranee sono le più 
differenziate che si conoscano; sono codificate da centinaia di distinti 
segmenti di gene, che possono combinarsi in milioni o miliardi di modi 

di Susumu Tonegawa 



Il sistema immunitario è essenziale 
alla sopravvivenza: senza di esso la 
morte per infezione sarebbe del 
tutto inevitabile. Ma anche a prescinde- 
re dalla sua funzione vitale, il sistema 
immunitario è un esempio affascinante 
di «ingegnosità» biologica. Le cellule e 
le molecole di questa rete di difesa at- 
tuano una sorveglianza costante sugli 
organismi infettanti. Sono in grado di 
riconoscere una varietà quasi illimitata 
di cellule e di sostanze estranee, distin- 
guendole allo stesso tempo da quelle 
proprie dell'organismo. Quando un 
agente patogeno entra nell'organismo, 
esse lo individuano e si mobilitano per 
eliminarlo. Inoltre hanno la capacità di 
«ricordare» ogni infezione, di modo che 
ogni successiva esposizione allo stesso 
organismo viene risolta con maggiore 
efficienza. Tutto ciò viene effettuato con 
uno stanziamento di mezzi di difesa 
estremamente limitato che necessita 
solo di una piccola parte del genoma e 
delle risorse dell'organismo. 

L'evento critico nel produrre una ri- 
sposta immunitaria è il riconoscimento 
dei marcatori chimici che distinguono il 
«proprio» dal «non proprio». Le mole- 
cole alle quali è affidato questo compito 
sono proteine la cui proprietà più inte- 
ressante consiste nella variabilità della 
loro struttura. In generale tutte le mo- 
lecole di una data proteina prodotta da 
un individuo sono assolutamente iden- 
tiche, cioè possiedono tutte la medesi- 
ma sequenza di amminoacidi. Al mas- 
simo possono esservi due versioni di 
una proteina, specificate rispettivamen- 
te dai geni patemi e da quelli materni. 
Le proteine di riconoscimento del si- 
stema immunitario esistono, invece, in 
milioni o forse anche miliardi di forme 
lievemente differenti. Le differenze 
mettono in grado ogni molecola di rico- 
noscere una conformazione specifica 
del bersaglio. 
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Le proteine di riconoscimento più 
familiari sono gli anticorpi, o immuno- 
globuline. Molto è stato appreso sulla 
loro struttura e - cosa altrettanto impor- 
tante - sui meccanismi genetici respon- 
sabili della loro diversità. Si è scoperto 
così che un grande numero di anticorpi è 
prodotto dal rimescolamento di un 
numero assai inferiore di segmenti geni- 
ci. I geni per gli anticorpi costituiscono 
dunque una prova sensazionale che il 
dna non e un archivio inerte, ma può 
essere modificato nel corso dell'esisten- 
za di un individuo. Nel caso della sintesi 
degli anticorpi, la scissione di sequenze 
geniche e la loro ricongiunzione non 
sono un aspetto puramente accidentale 
del processo genetico, ma sono anzi es- 
senziali al funzionamento del sistema 
immunitario. 

Un'altra classe di molecole di ricono- 
scimento è costituita dalle proteine 
chiamate recettori dei linfociti 7". Essen- 
do queste molecole più difficili da isola- 
re, le loro proprietà non sono ancora 
conosciute come quelle degli anticorpi. 
Per struttura e origine evolutiva sono 



chiaramente imparentate con le immu- 
noglobuline, ed è un meccanismo gene- 
tico analogo a produrre la loro diversità; 
il loro modus operandi è tuttavia sottil- 
mente differente. Il recettore di un lin- 
focito T riconosce solo quelle cellule che 
posseggono marcatori sia per il proprio 
sia per il non proprio. In questo modo 
curioso, i recettori di un linfocito T ven- 
gono dotati della capacità sia di agire 
direttamente contro le infezioni virali sia 
di regolare altre componenti del sistema 
immunitario. 

I" linfociti, globuli bianchi di piccole 
-1 dimensioni, sono le cellule principali 
del sistema immunitario. Come altre cel- 
lule del sangue, essi derivano da cellule 
staminali, presenti nel midollo osseo. 
Nei mammiferi, un loro tipo, i linfociti (o 
cellule) B, completa la propria matura- 
zione nel midollo osseo. Un secondo 
tipo, i linfociti (o cellule) T, si differenzia 
ulteriormente nel timo. Le cellule dei 
due tipi sono simili in dimensioni e 
aspetto, ma prendono parte alta risposta 
immunitaria in modo diverso. 



Il legame di un antigene a un anticorpo costituisce un evento fondamentale nel riconoscimento 
di sostanze estranee da parte dell'organismo. Nell'immagine prodotta al calcolatore e riportata 
nella pagina a fronte, la sostanza legata non è in realtà un antigene, ma un apiene, cioè una 
piccola molecola con affinila per un particolare anticorpo. In questo caso essa è fosfocotina, 
è guidata al sito di legame per l'antigene da interazioni elettrostatiche e va a sistemarsi in un 
incavo delta superfìcie dell'anticorpo. La sua orientazione nell'ai vicinarsi al sito di legame, 
come sì vede nella parte centrale dell'immagine. MH fallii, v ' |J *' ' di H Calcelo tìi 
Elisabeth D. GelzofT, John A. Tainer e Arthur J. ( Hm.ui de) Research Instilute della Scripps 
Clinic. IJuesto calcolo è basalo sulla struttura atomica del complesso a pten e -anticorpo, deter- 
minata da Eduardo A, Padlan, Gerson II. Cohen e David R, Davtes dei National Institutes or 
Health. L'impalcatura della proteina e quella dell'aptene che si avvicina sono avvolte da punti 
che rappresentano le superfici accessibili alle molecole d'acqua; di un altro aptene, situato nel 
sito di legame per l'anli gene sotto il primo, compare solo l'impalcatura. Il colore dei punti 
indica il potenziale elettrostatico per varie regioni della superfìcie molecolare: blu è il più 
positivo, rosso il più negativo. Le frecce indicano la direzione del campo elettrostatico e i 
rispettivi colori il potenziale elettrostatico nei loro punti d'origine. L'Immagine è slata ottenuta 
con il programma CRAMps, crealo da Otson e T. J. O' Donne li degli Abbott Laboratories, e 
con U programma gbanny, scrino da Olson e Michael L. Conno»} della Scripps Clinic. 



I linfociti B sono le cellule che produ- 
cono gli anticorpi. Il loro modo fonda- 
mentale di agire può essere spiegato con 
la teoria della selezione clonale, avanza- 
ta 30 anni fa da Sir Macfarlane Burnet. 
A mano a mano che ogni linfocito B 
matura nel midollo osseo, esso viene 
destinato alla sintesi di anticorpi che ri- 
conoscono un determinato antigene, o 
conformazione molecolare specifica. 
Nel caso più semplice, tutti i discendenti 
di ognuna di queste cellule conservano 



la stessa specificità, formando cosi un 
clone di cellule immunologicamente 
identiche. (In realtà qualche variazione 
viene introdotta a mano a mano che le 
cellule proliferano.) 

Gli anticorpi prodotti da un linfocito B 
rimangono legati alla sua membrana cel- 
lulare, sulla superficie della quale sono 
esposti come recettori. Quando un anti- 
gene si lega a un anticorpo sulla membra- 
na, il linfocito viene stimolato a prolifera- 
re: questo è il processo di selezione clona- 



le. In generale molti cloni rispondono a 
una singola infezione. 1 marcatori degli 
antigeni riconosciuti dagli anticorpi sono 
configurazioni molecolari di dimensioni 
relativamente piccole, e un singolo virus 
o batterio ne è portatore di numerose, 
ben riconoscibili. 

Una parte della progenie dei cloni se- 
lezionati rimane in circolazione come 
linfociti B, i quali fungono da memoria 
del sistema immunitario, permettendo 
una risposta più rapida a ogni successiva 
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La risposta immunitaria alle infezioni sollecita la collaborazione di numerose popolazioni di 
cellule. Le cellule (■> linfociti) B portano come recettori di superficie delle imm unoglo bui in e 
che riconoscono gli antigeni in circolazione e sì legano a essi; in generale, però, non sono attivate 
soltanto da questo processo. In primo luogo l'antigene deve essere catturato da una cellula, 
per esempio un macrofago!/ ), che dopo averlo elaborato (2 ) lo espone sulla propria superficie. 
Qui esso viene riconosciuto da una cellula (linfocito) T coadiuvante, che viene a Mi vaia U ) e 
attiva a sua volta cellule B che portano lo stesso antigene trasformato (4). Le cellule B attivale 
proliferano e vanno incontro a una differenziazione terminale (5): alcune diventano «cellule 
memoria» destinale a fornire una risposta più pronta alle successive infezioni, mentre altre si 
sviluppano in plasmacellule secernenti anticorpi. Questi si legano all'antigene, m'arcandolo 
cosicché venga distrailo da altre componenti del sistema immunitario, macrofagi inclusi. 
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La risposta alle infezioni virali chiama in causa altri elementi del sistema immunitario. Quando 
un virus entra in una cellula, le sue proteine sono trattenute dalla membrana cellulare. Le 
cellule T citotossiche riconoscono queste molecole estranee, esposte in superficie con le pro- 
teine che identificano la cellula ospite, ossia le proteine della classe I specificate dal maggior 
complesso di islocompatjhilita. La cellula infettala e uccka dalla cellula /citotossica. 



esposizione agli stessi antigeni. Le «cel- 
lule memoria» sono responsabili del- 
l'immunità che si sviluppa in seguito a 
molte infezioni o come risultato di una 
vaccinazione. Altri membri dei cloni 
selezionati di linfociti B sono soggetti a 
«differenziazione terminale»; si ingran- 
discono, cessano di riprodursi e si dedi- 
cano interamente alla produzione di an- 
ticorpi. In questo stato sono chiamati 
plasmacellule e, sebbene vivano ancora 
per soli pochi giorni, secernono grandi 
quantità di immunoglobuline. 

Gli anticorpi non possono distruggere 
un organismo estraneo direttamente, ma 
si limitano a «marcarlo» per farlo di- 
struggere da altri sistemi di difesa. Uno di 
questi sistemi è il complemento, un in- 
sieme di oltre una decina di proteine che 
vengono attivate in successione sulla su- 
perficie di una cellula portatrice di com- 
plessi antigene-anticorpo e il cui effetto 
finale consiste nel perforare la membrana 
cellulare. I complessi antigene-anticorpo 
sono in grado di attrarre anche i macrofa- 
gi, i quali inglobano e digeriscono parti- 
celle estranee all'organismo. Molte altre 
cellule possono prendere parte alla rispo- 
sta immunitaria. 

In che modo un anticorpo riconosce 
un antigene? La risposta è stata trovata 
analizzando la sequenza di amminoaci- 
di e la struttura tridimensionale della 
molecola. 

Una tipica molecola anticorpo consi- 
ste di quattro catene polipeptidi- 
cher due catene identiche «leggere», di 
220 amminoacidi circa e due catene 
identiche «pesanti», di 330 o dì 440 
amminoacidi. Queste quattro catene 
sono tenute assieme da tegami disolfuro 
e da legami non covalenti e formano così 
una molecola a forma di Y. Sia le catene 
leggere sia quelle pesanti sono formate a 
partire da un dominio o modulo comu- 
ne, ossia da una subunità strutturale di 
circa 110 amminoacidi. Sembrerebbe 
che il gene per una «proteìna prototipo» 
più o meno di queste dimensioni sia sta- 
to duplicato ripetutamente e modificato 
per dare luogo ai geni responsabili della 
sintesi di entrambe le catene irnmuno- 
globuiiniche. Una catena leggera pos- 
siede due copie leggermente differenti 
de! dominio, mentre una catena pesante 
ne ha o tre o quattro. Tutte le copie si 
ripiegano in strutture tridimensionali, 
che sono simili a grandi linee. 

Sia nelle catene pesanti sia in quelle 
leggere il dominio all'estremità ammini- 
ca del polipeptide (quella sintetizzata 
per prima) si differenzia in maniera 
marcata dagli altri domini. Nel dominio 
amminoterminale. infatti, è localizzata 
la maggior parte della variazione rileva- 
bile nella sequenza amminoacidica. Nel- 
l'anticorpo ripiegato, le regioni variabili 
costituiscono la metà terminale dei 
bracci della Y: ogni braccio incorpora la 
regione variabile di una catena leggera e 
quella di una catena pesante. Entro la 
regione variabile di ogni catena vi sono 




L'anticorpo è una molecola proteica conformata a V e costituita da 
quattro catene polipeptidiche. Due catene pesanti (aree in blu netto 
schema in basso) si estendono dal gambo della Y fino ai bracci; due 
catene leggere [aree in perde netto stesso schema in basso) sono invece 
confinale nei bracci. Ogni polipeptide presenta sia regioni costanti sia 
regioni variabili (scheletro in bianco e gioito e, rispettivamente, in 



rosso in questa immagine al calcolatore). Tutti gli anticorpi di un tipo 
hanno le stesse regioni costanti, mentre le regioni variabili differiscono 
da un clone di cellule B all'altro. All'estremità di ogni braccio, le 
regioni variabili delle catene leggere e pesanti si ripiegano, creando 
un sito di legame per l'antigene. L'immagine è slata ottenuta da Arthur 
I. Olson con i programmi impiegali per l'immagine di pagina 117. 
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La struttura di un anticorpo può essere analizzata in termini di domini 
(o moduli) ripetuti, ossia di unità che si ripiegano Cuna indipenden- 
temente dall'altra. Una catena leggera consiste di due domini; le 
catene pesanti qui illustrate ne hanno invece quattro, mentre altre 
catene pesami ne hanno tre. All'interno di un dominio, la catena 
polipeplidica assume un particolare schema di ripiegamento che inte- 
ressa diversi filamenti di una sottost rat tura molecolare chiamata «la- 
mina beta». La regione variabile di ciascun polipeptide è confinala in 



un sìngolo dominio all'estremità amminica delia catena. Tre anse (le 
«regioni ipervariabjli» ) entro il domìnio variabile contribuiscono a 
formare il sito di legame per l'antigene. La struttura del dominio 
illustrata qui è semplificata; in realtà lo schema di ripiegamento è più 
complesso. Analoghi domìni esistono nel recettore della cellula T e 
nelle proteine specificate dal maggior complesso di istoeompatibiiilà. 
che servono a identificare le cellule di un individuo. Le Ire famiglie di 
molecole si sono probabilmente evolute da un antenato comune. 
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poi ire piccoli segmenti nei quali te se- 
quenze amminoacìdiche risultano parti- 
colarmente differenziate. Questi seg- 
menti «ipervariabili» si congiungono al- 
l'estremità di ogni braccio per formare 
un incavo che funge da sito di legame per 
l'antigene. La specificità della molecola 
dipende dalla forma di questo incavo e 
dalle proprietà dei gruppi chimici che ne 
rivestono le pareti: in questo modo la 
natura dell'antigene riconosciuto da un 
anticorpo è determinata principalmente 
dalla sequenza degli amminoacidi nelle 
regioni ipervariabili. 

Un ulteriore aspetto della struttura 
degli anticorpi merita di essere ricorda- 
to. Anche nelle regioni costanti non tut- 
te le molecole sono identiche. Nei 
mammiferi queste regioni, nelle catene 
leggere, sono di due tipi, indicati come 
kappa e lambda. Nelle catene pesanti, 
invece, esse possono appartenere a cin- 
que classi diverse: mi, delta, gamma. 
ipsilon e alfa. Anticorpi che hanno 
identiche regioni variabili, ma classi 
diverse di catene pesanti, riconoscono 
gli stessi antigeni, ma hanno funzioni 
diverse nella risposta immunitaria. Per 
esempio, gli anticorpi legati alla mem- 
brana che fungono da recettori dei lin- 
fociti B incorporano catene mi o delta, 
mentre la maggior parte degli anticorpi 
secreti contro un antigene includono 
catene gamma o alfa. 

Per molti anni sono esistite due teorie 
contrastanti sull'origine genetica della 
diversità degli anticorpi. Una scuola di 
pensiero sosteneva che la linea germina- 
le (cioè il corredo o patrimonio genico 
trasmesso da una generazione alla suc- 
cessiva) deve contenere un gene diverso 
per ogni polipeptide che alla fine com- 
pone un anticorpo. Secondo questa teo- 
ria, i geni per le immunoglobuline si 



GENE PER LA CATENA LEGGERA LAMBDA 



esprimono esattamente allo stesso modo 
dei geni che codificano per qualsiasi al- 
tra proteina e non serve alcun meccani- 
smo speciale per la loro elaborazione. 
D'altra parte, però, il modello ne richie- 
de una quantità enorme. 

La seconda teoria presuppone che 
nella linea germinale esista solo un 
numero Eimitato di geni per gli anticorpi 
e che questi ultimi si diversifichino a 
mano a mano che i linfociti B emergono 
dalle cellule staminali. In altre parole, la 
diversificazione degli anticorpi avviene 
a livello delle cellule somatiche e non 
delle cellule germinali. 

Una variante interessante della teoria 
della linea germinale è stata propo- 
sta nel 1 965 da William S. Dreyer e da J . 
Claude Benne» del California Institute 
of Technology (Caltech); secondo que- 
sti ricercatori, per ogni tipo di catena 
polipeptidica dell'anticorpo, la linea 
germinale deve includere molti geni V 
(uno per specificare ogni possibile re- 
gione variabile) e un solo gene C per la 
regione costante. Nel corso della matu- 
razione, la cellula sceglie a caso uno dei 
geni V e Io combina con il gene C dando 
luogo cosi a un unico segmento di DNA 
che codifica per l'intero polipeptide. 

Il modello di Dreyer e Bennett ha ca- 
ratteristiche interessanti. Fa un uso effi- 
ciente dei genoma e offre una spiegazio- 
ne naturale di come gli anticorpi possa- 
no variare molto in una parte della loro 
struttura e rimanere invece costanti al- 
trove. Fino alla metà degli anni settanta 
vi è stato, però, un ostacolo all'accetta- 
zione di questa teoria: essa presuppone- 
va l'esistenza di un qualche meccanismo 
di riassestamento genico nelle cellule 
somatiche. Meccanismi di questo tipo 
non erano ancora noti e molti ricercatori 



ne consideravano improbabile l'esisten- 
za. Le teorie secondo le quali un gene 
codifica sempre per un solo polipeptide 
e il genoma rimane invariato net corso di 
tutto lo sviluppo di un organismo erano 
considerate a quel tempo principi biolo- 
gici universalmente stabiliti. 

Negli ultimi dieci anni l'applicazione 
della tecnologia del dna ricombinante 
allo studio dei geni per le immunoglobu- 
line ha fatto rilevare che questi geni subi- 
scono una ricombinazione somatica, in 
modi, però, assai più complicati di quelli 
previsti da Dreyer e Bennett. Tramite 
questi riassestamenti complessi si crea 
nelle regioni V una grande diversità. 

La prima prova di una ricombìnazione 
somatica nei geni per le immunoglobuli- 
ne è stata raccolta da Nobumichi Hozu mi 
e da me nel 1 976 quando lavoravamo 
entrambi all'Istituto di immunologia di 
Basilea. Nei nostri esperimenti abbiamo 
fatto ricorso a enzimi di restrizione i quali 
scindono il dna in punti contrassegnati 
da una particolare sequenza di nucleoli- 
di . I risultati conseguiti hanno dimostrato 
che, nelle cellule embrionali di topo, le 
sequenze di dna che codificano per le 
regioni Y e C delle catene leggere si 
trovanoaunacerta distanza. Inunacellu- 
la matura che secerne anticorpi esse 
sono, invece, molto più vicine. (Quest'ul- 
timo risultato e stato ottenuto lavorando 
non con cellule B normali, ma con cellule 
di mieloma. ossia di un tumore linfociti- 
co, la cui crescita in coltura si ottiene 
molto più facilmente.) 

I meccanismi responsabili del rimesco- 
lamento delle sequenze di DNA per le 
immunoglobuline si sono chiariti quando 
segmenti di dna sono stati clonati in bat- 
teri e analizzati. Questo è stato fatto per 
la prima volta da Ora Bernard e da me a 



-- 



X3 



GENE PER LA CATENA LEGGERA KAPPA 



V — 

90-3001' 



4J 



C 



GENE PER LA CATENA PESANTE 



Q 



100-200 V 

1 geni per gli anticorpi sono suddivisi in corti segmenti sparsi in tutto 
il genoma. Nei mammìferi gli anticorpi hanno due ripidi catene leggere 
e nel topo, per la catena leggera lambda, vi sono due geni V che 
codificano per la maggior parte della regione variabile e quattro geni f 
per ta regione costante. A monte di ogni gene C vi è un corto segmento 
di DNA chiamalo J (Aajoìnìng, che congiunge), il quale specifica la 
rimanente regione variabile. O l'uno o l'altro dei due geni V può essere 
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combinato con una coppia qualsiasi di geni J et'. Per la catena leggera 
kappa, esistono, invece, alcune centinaia di segmenti V, quattro J e 
un unico gene C I geni per la catena pesante sono simili tranne che 
il dna per la regione variabile è ulteriormente suddiviso: oltre ai 
segmenti I' e J vi sono circa 20 segmenti I) (da «diversità»). Ogni 
insieme di geni è su un cromosoma diverso. 1 geni per i recettori delle 
cellule T sono organizzali quasi come i geni per la catena pesante. 



Basilea in collaborazione con Allan 
Maxam e Walter Gilbert della Harvard 
University. Lavorando con un clone di 
dna derivato da cellule embrionali di 
topo, abbiamo determinato la sequenza 
nucleotidica di un segmento di dna com- 
prendente il gene V per una particolare 
catena leggera lambda. Con nostra sor- 
presa abbiamo trovato che i nucleotidi 
corrispondenti agli ultimi 13 ammi- 
noacidi della regione variabile manca- 
vano. Il frammento mancante è stato poi 
trovato da Christine B rack del mio labo- 
ratorio. Esso è lontano migliaia di cop- 
pie di basi dal DNA che codifica per il 
resto della regione V ed è circa 1300 
coppie di basi a monte dell'inizio del 
segmento di dna per la regione C. Que- 
sto piccolo segmento frapposto è stato 
chiamato/ dall'inglese joining (che con- 
giunge). Ogni catena leggera lambda è 
stata codificata dall'azione combinata 
dei segmenti sparsi V, J e C. 

Un'indagine analoga e stata presto 
condotta anche per la catena leggera 
kappa e per la regione variabile della 
catena pesante. Il lavoro è stato svolto 
in vari laboratori, in particolare nel mio 
a Basilea, in quello di Philip Leder ai 
National Institutes for Health e in quello 
di Leroy E. Hood al Caltech. Anche la 
catena kappa è codificata da segmenti V, 
J e C. Sono state scoperte, inoltre, copie 
multiple dei segmenti V e /; esistono 
alcune centinaia dì segmenti V, che dif- 
feriscono leggermente nella sequenza 
amminoacidica che specificano, e quat- 
tro distinti segmenti J. Il numero delle 
possibili regioni variabili delle cate- 
ne kappa è il prodotto dì questi valori. 

La potenziale diversità delle catene 
pesanti è ancora maggiore. Oltre ai seg- 
menti Ve/, i geni per le regioni variabili 
di queste catene includono un terzo 
segmento, chiamato D (da diversità). Le 
cellule della linea germinale di topo 
hanno alcune centinaia di segmenti V, 
circa 20 segmenti D e quattro segmenti 
/. In teoria tutti questi segmenti possono 
riunirsi in ben oltre 10 000 combinazio- 
ni. La combinazione di una catena leg- 
gera con una catena pesante può proba- 
bilmente generare più di 10 milioni di 
siti diversi di legame per gli antigeni. 

I! montaggio di un gene per un'immu- 
noglobulina funzionante si compie in 
due stadi. In primo luogo, vengono uniti 
nel dna i segmenti Ve/ per una catena 
leggera o i segmenti V, / e D per una 
catena pesante. In secondo luogo, viene 
fatta una trascrizione in RNA di tutto il 
dna. inclusi i complessi V-J o V-D-J, il 
gene C e l'introne, cioè la sequenza in- 
tercalare non codificante che li separa. 
Infine, l'introne viene escisso e I'rna 
messaggero esportato dal nucleo per 
essere tradotto in proteina. 

Il secondo stadio del processo si basa 
su meccanismi di scissione deU'RNA e di 
saldatura dei segmenti prodotti (spli- 
cing). meccanismi che sono comuni a 
molte famiglie di geni di cellule eucario- 
ti. Il primo stadio in cui a essere alterato 
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Il montaggio del gene per un anticorpo a partire da frammenti sparsi viene effettuato in due 
stadi, illustrati qui per una catena leggera kappa. Dapprima i segmenti V* e /, scelti a caso, 
vengono fusi da enzimi che eliminano tutto il dna che li separa: nel caso in esame i segmenti 
di gene contrassegnati con V'j, V j e J \ vengono eliminati, cosicché Vi tJi rimangono uniti. 
Successivamenle, l'intero segmento di dna compreso tra l'inizio di V; e la fine del gene C 
viene trascritto in rna. Gli enzimi consueti che attuano la maturazione dell'RW e che quindi 
partecipano all'espressione di numerosi geni rimuovono poi tutto I'rna dalla fine dì-/; fino 
all'inizio diC. Albi fine la sequenza di rna messaggero che ne risulta viene tradotta in proteina. 



in maniera altamente specifica è il dna 
stesso, e non I'rna trascritto primario, è 
più insolito e potrebbe anche essere pre- 
rogativa unica del sistema immunitario. 
Esso utilizza evidentemente un insieme 
di enzimi in grado di ricongiungere i 
segmenti V, J e D distanti, spesso cancel- 
lando tutto il DNA che li separa. Gli en- 
zimi stessi non sono stati isolati; sono 
però state scoperte alcune «sequenze 
segnale» che. in tutta probabilità, gui- 
dano la loro azione. Per esempio, appe- 
na a valle di ogni gene V per la catena 
kappa esiste una configurazione partico- 
lare, composta da un eptamero. ossia da 
una unità di sette nucleotidi, seguito da 
uno spaziatore e da un nona mero, ossia 
da una unità di nove nucleotidi. Subito a 
monte del segmento / vi è una configu- 
razione nonamero-spaziatore-epiamero 
grosso modo complementare a essa. 
Queste unità potrebbero servire da 
stampo per gli enzimi che tagliano e ri- 
congiungono la doppia elica. Sequenze 
segnale simili si trovano nei geni per le 
catene pesanti e sono disposte in modo 
da includere un segmento D tra i seg- 
menti Ve/. 

T e numerose combinazioni che possono 
- 1 - J derivare da varie centinaia di seg- 
menti genici sono la chiave della diversi- 
tà degli anticorpi, ma esistono almeno 
due ulteriori fonti per questa variabilità. 



Una è la mancanza di precisione nel 
meccanismo di splìcing a livello del dna. 
che congiunge i segmenti V, D e/. Il sito 
in cui avviene questa congiunzione può 
infatti variare di parecchie coppie di 
basi. Inoltre, in alcuni casi, durante il 
processo di riunione dei segmenti ven- 
gono inserite altre coppie di basi. En- 
trambe queste variazioni possono ov- 
viamente alterare la sequenza ammi- 
noacidica del polipeptide. Dì conse- 
guuenza, anche se due anticorpi sono 
specificati dallo stesso insieme di seg- 
menti genici, può darsi che essi differi- 
scano leggermente per quanto riguarda 
il sito di legame per l'antigene. 

Un'altra importante fonte di diversifi- 
cazione è costituita dalla mutazione 
somatica. Nel 1970 Martin Weigert. 
lavorando nel laboratorio di Melvin 
Cohn al Salk Institute for Biologica! 
Studìes, ha determinato le sequenze 
amminoacidiche delle catene leggere 
lambda, derivate da 18 mielomi di topo. 
Tutti i topi esaminati appartenevano 
allo stesso ceppo puro e sarebbero quin- 
di dovuti essere geneticamente identici. 
Weigert ha trovato che 1 2 delle catene 
lambda erano effettivamente identiche, 
mentre le altre sei differivano, non solo 
dalle 12, ma anche fra loro. Le mutazio- 
ni genetiche spontanee nel corso dello 
sviluppo cellulare costituivano una spie- 
gazione plausibile, ma prove concrete di 
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La struttura del recettore della cellula T non è ancora noia nei particolari, ma sono state 
identificate le sue componenti polipeptidiche. Ogni molecola comprende una catena alfa e una 
catena beta; ogni catena include a sua volta un dominio variabile e un dominio costante. Una 
regione ricca dì amminoacidi idrofobi àncora la proteina alla membrana della cellula T. 



una mutazione somatica non sono state 
raccolte finché non si sono potuti clona- 
re i geni per le immunoglobuline, rico- 
struendone le sequenze nucleotidiche. 
Nel 1977 Brack e Bernard hanno dimo- 
strato che il ceppo puro di topi possiede, 
nella linea germinale, un solo gene per la 
regione variabile della catena lambda, la 
cui sequenza nucleotidica corrisponde 
alla sequenza amminoacidica riscontra- 
ta in 12 mielomi. La conclusione logica è 
che te sei varianti sono la conseguenza di 
mutazioni somatiche. 

Da allora, per numerose catene pe- 
santi e regioni kappa di catene leggere, 
sono slate messe a confronto delle se- 
quenze am min oaci diche con sequenze 
nucleo ti diche di geni della linea germi- 
nale. La diversità osservata nelle protei- 
ne è risultata in ogni caso maggiore di 
quella riscontrata nel dna della linea 
germinale. Le mutazioni sono rilevate 
nel dominio variabile e nelle regioni 
immediatamente adiacenti, ma non nei 
domini costanti. Stime del tasso di muta- 
zione suggeriscono che dovrebbe esservi 
un cambiamento nel dominio variabile 
per ogni numero di divisioni cellulari 
compreso fra tre e 30, un valore superio- 
re di vari ordini di grandezza al tasso 
medio di mutazione, riscontrato nei geni 
eucarioti. Sembrerebbe dunque che le 
cellule B o i loro progenitori siano dota- 
te di un apparato enzimatico in grado di 
indurre mutazioni nel segmento dei geni 
per le immunoglobuline che codifica per 
la regione variabile. Finora la natura 
precisa di questi enzimi è del tutto sco- 
nosciuta. 

La contemporanea presenza di mec- 
canismi sia combinatori sia mutazionaii 
nella diversificazione dei geni per gli an- 
ticorpi è interessante. Perché si sono 
evoluti due sistemi per far fronte alla 
stessa necessità? Studi recenti suggeri- 
scono una spiegazione plausibile. Sem- 
bra che entrambi i meccanismi siano 



soggetti a un rigido controllo durante lo 
sviluppo dei linfociti B. In primo luogo 
viene effettuata la ricom binazione di 
segmenti genici per le immunoglobuli- 
ne, ed essa è già stata completata quan- 
do le cellule vengono esposte per la pri- 
ma volta agli antigeni. Si forma cosi una 
popolazione di cellule che variano molto 
per specificità; da essa un dato antigene 
sceglie solo poche cellule. Durante la 
proliferazione dei cloni selezionati di 
cellule B viene poi chiamato iti causa il 
meccanismo mutazionale. Tramite la 
sostituzione di basi nucleotidìche singo- 
le, le mutazioni procedono alla sintoniz- 
zazione fine della risposta immunitaria, 
dando luogo a geni per le immunoglobu- 
line t cui prodotti corrispondono meglio 
all'antigene. 

Gli effetti dovuti all'imprecisione nel- 
la ricongiunzione dei segmenti di dna, 
all'inserzione di coppie di basi e alla 
mutazione somatica sulla diversificazio- 
ne degli anticorpi sono difficili da quan- 
tificare, ma fanno certamente aumenta- 
re il numero di siti di legame per l'anti- 
gene di un fattore 100, o anche più. 
Quindi, se i meccanismi combinatori da 
soli possono dare origine a 1 milioni di 
anticorpi, il numero complessivo di anti- 
corpi formati potrebbe facilmente supe- 
rare il miliardo. 

Data la complessità delle cellule B e 
del loro meccanismo per la produ- 
zione di anticorpi, è un po' scoraggiante 
rendersi conto che esse costituiscono 
solo la metà del sistema immunitario. Le 
cellule 7" sono altrettanto complesse 
nonché essenziali alla funzione immuni- 
taria. Un animale privato di questi linfo- 
citi non sarebbe più in grado di organiz- 
zare un'efficiente risposta immunitaria 
alla maggior pane degli antigeni, anche 
se i suoi linfociti B rimangono intatti. 

Si conoscono tre sottopopolazioni di 
Linfociti 7*, identiche per aspetto, ma 



diverse per funzione. Le cellule 7" cito- 
tossiche uccidono il bersaglio diretta- 
mente. Il metodo dì distruzione non è 
conosciuto: una cellula T citotossica at- 
tivata sì lega al bersaglio, ma non lo in- 
globa (come farebbe un macrofago), 
causando, tuttavia, una lesione che lo 
uccide. Le altre popolazioni di cellule T, 
le cellule 7" coadiuvanti (helper) e le cel- 
lule T soppressori, hanno una funzione 
regolatrice. Quando riconoscono un an- 
tigene, le prime stimolano altre compo- 
nenti del sistema immunitario, incluse le 
cellule B e altre cellule T specifiche per 
quel particolare antigene. Le cellule T 
soppressori, invece, hanno l'effetto 
opposto, cioè inibiscono l'attività degli 
stessi gruppi di cellule stimolati dalle cel- 
lule 7* coadiuvanti. 

Il termine «coadiuvante» parrebbe 
suggerire una funzione ausiliare o su- 
bordinata, come se queste cellule pren- 
dessero semplicemente parte a una ri- 
sposta che avrebbe luogo anche in loro 
assenza. In realtà, le cellule T coadiu- 
vanti possono essere l'« interruttore cen- 
trale» del sistema immunitario. Per 
esempio, le cellule B riconoscono gli 
antigeni indipendentemente dalla stimo- 
lazione delle cellule T, ma la loro proli- 
ferazione e la loro differenziazione ter- 
minale richiedono comunemente un'at- 
tivazione da parte delle cellule T coa- 
diuvanti. Sembra che le cellule T sop- 
pressori siano ugualmente importanti: 
fornendo un meccanismo di retroazione 
negativa fanno sì che la risposta immuni- 
taria si autolimiti. Può darsi, inoltre, che 
prendano parte all'eliminazione delle 
cellule B e 7" dirette contro componenti 
proprie dell'organismo. 

Siccome le cellule T sono antigene- 
-spectfiche, devono essere munite di 
recettori, analoghi alle immunoglobuli- 
ne legate alla membrana delle cellule B. 
Questo fatto è stato riconosciuto già ol- 
tre vent'anni fa, ma si è dimostrato diffi- 
cile analizzare, o addirittura individua- 
re, i recettori delle cellule T perché non 
vengono prodotti in grandi quantità 
come invece accade per gli anticorpi. 
Essi sono stati individuati fuggevolmen- 
te la prima volta in esperimenti condotti 
da James P. Allison dell' Università del 
Texas ad Austin, da John W, Kappler 
del National Jewish Hospital a Denver e 
da Ellis L. Reinherz della Harvard Me- 
dicai School. Sono stati preparati anti- 
corpi che si legano a una proteina pre- 
sente sulla superficie di una cellula T: la 
proteina identificata in questo modo è 
stata considerata una buona candidata al 
ruolo di recettore poiché varia come 
struttura da un clone a un altro. La sua 
massa è circa due terzi di quella di una 
immunoglobulina e consiste di due su- 
bunità: alfa e beta. 

IV" el 1984 Tak W. Mak e collaboratori 
J-^ dell'Università di Toronto e Mark 
M. Davis e collaboratori della School 
of Medicine della Stanford University 
hanno clonato un gene che si esprime e 



subisce riassestamenti nelle cellule T, ma 
non nelle cellule B e ne hanno determina- 
to la sequenza. Mak e collaboratori han- 
no lavorato su cellule di un individuo af- 
fetto da leucemia da cellule T, mentre 
Davis e collaboratori si sono serviti dì un 
ìbridoma, una linea cellulare prodotta 
dalla fusione di una cellula 7" coadiuvante 
di topo con una cellula T neoplastica. 
Nonostante l'origine diversa, il gene codi- 
ficava sempre per la stessa proteina. 

Le sequenze nucleotidiche analizzate 
sono omologhe a quelle dei geni per le 
immunoglobuline, e vi sono anche indizi 
su scala maggiore per quanto riguarda la 
somiglianza «di famiglia» con le immu- 
noglobuline. I geni di Mak e Davis sono 
divisi in segmenti sparsi che, nelle cellule 
T in sviluppo, possono subire riassesta- 
menti. I segmenti a monte (corrispon- 
denti alta estremità amminica del poli- 
peptide) sono variabili, mentre quelli a 
valle hanno una sequenza costante. 
Come avviene per le immunoglobuline 
legate alla membrana, una serie di am- 
minoacidi idrofobi, in prossimità dell'e- 
stremità carbossilica della proteina in 
esame, àncora quest'ultima alla mem- 
brana. Una determinazione diretta delle 
sequenze amminoacidiche da parte di 
Reinherz e collaboratori ha poi confer- 
mato in maniera definitiva che i geni di 
Mak e Davis specificano la subunità beta 
del recettore della cellula 7". 

Altri due cloni di DNA di cellule 7" 
sono stati isolati al Massachusetts Insti- 
ate of Technology (MIT) da Haruo Sai- 
to, nel mio laboratorio, e da David M. 
Kranz, nel laboratorio di Herman N. 
Eisen. Essi provenivano da cellule T ci- 
totossiche di topo; ciononostante la par- 
te a valle di uno dei due è essenzialmente 
identica al gene per la regione costante 
della catena beta di una cellula T coa- 
diuvante. La seconda sequenza di dna 
ha numerose proprietà in comune con i 
geni per la catena beta; essa è omologa 
ai geni per le immunoglobuline, è costi- 
tuita da segmenti che subiscono riasse- 
stamenti e si esprimono solo in cellule T 
e possiede anch'essa il segmento che 
codifica per il segmento idrofobo che 
funge da àncora. Era dunque logico ipo- 
tizzare che il gene in questione codificas- 
se per la catena alfa del recettore. 

Poco dopo, però, Saito è riuscito a iso- 
lare dallo stesso clone di cellule T citotos- 
siche un terzo gene, che ha anch'esso tut- 
te le proprietà previste per specificare un 
recettore di cellula T e presenta un ulte- 
riore fattore a suo favore. L'analisi chimi- 
ca del recettore, condotta in parallelo con 
la clonazione dei geni, ha dimostrato che 
il recettore presenta catene laterali giuri- 
diche, connesse alla porzione proteica 
tramite asparagina. Il precedente candi- 
dato per la catena alfa non aveva unità di 
questo amminoacido nelle giuste posi- 
zioni; quello ora in esame ne aveva nu- 
merose. Una determinazione parziale 
della sequenza amminoacidica della su- 
bunità alfa da parte di Kappler e collabo- 
ratori ha confermato che il terzo clone di 



dna è il vero gene per la catena alfa. 
Questo gene è stato isolato anche da un 
ibridoma di cellule T coadiuvanti da 
Y.-H. Chien e altri nel laboratorio di 
Davis a Stanford. 

In questo contesto sembra che il se- 
condo gene scoperto da Saito e Kranz - il 
candidato per la catena alfa scartato - 
rimanga senza alcuna funzione. Esso è 
però cosi simile agli altri geni che quasi 
certamente svolge una certa funzione 
nel riconoscimento degli antigeni. La 
proteina che si suppone specifichi viene 
ora chiamata catena gamma e illustrerò 
quale parte essa potrebbe avere nell'at- 
tività delle cellule T. 

Dalle sequenze nucleotidiche che spe- 
cificano le catene alfa e beta si può dedur- 
re gran parte della struttura del recettore 
della cellula T. Ogni catena è composta 
da due domini che sono simiti, per strut- 
tura generate, al dominio ripetuto delle 
immunoglobuline. Il grado di omologia 



delle sequenze con le immunoglobuline è 
compreso fra il 25 e il 35 per cento. Le 
due catene sono unite da un legame disoi- 
furo tra la regione costante e il peptide 
che àncora il recettore atta membrana. 
Molecole derivate da cellule 7" coadiu- 
vanti e da cellule T citotossiche hanno 
regioni costanti identiche sia nelle catene 
alfa sia in quelle beta. 

Anche la genetica molecolare dei re- 
cettori delle cellule 7* è straordinaria- 
mente simile a quella dette immunoglo- 
buline. Le regioni variabili di entrambe 
le catene del recettore sono codificate da 
tre segmenti genici corrispondenti ai 
segmenti V, D e J, i quali sono sparsi su 
un cromosoma nelie cellule della linea 
germinale, ma sono fusi insieme nei lin- 
fociti 7" maturi. Le sequenze segnale 
eptamero-nonamero dei geni per le 
immunoglobuline si trovano anche in 
prossimità dei segmenti per i recettori 
delle cellule 7; questo significa che lo 
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Il sistema recettore delle cellule T, a differenza di un anticorpo, non reagisce a un antigene da 
solo. L'antigene deve essere esposto alla superfìcie di una cellula, dove si trova anche una 
delle proteine specificate dal maggior complesso di Lstocompatibilita (mkc). Le cellule / 
citotossiche riconoscono un antigene quando è associalo a una di queste proteine, appartenente 
alla classe I e presente virtualmente su tulle le cellule dell'organismo. Le cellule T coadiuvanti 
vi legano, invece, a un antigene associato a una proteina di classe II; le due molecole sono 
limitate a cellule del sistema immunitario quali i macrofagi e i linfociti. Non e ancora chiaro 
se le cellule / posseggano un recettore con due siti di legame oppure due rete ti ori distinti. 
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stesso sistema di enzimi, o uno molto 
simile, viene impiegato per mediare la 
ricombinazione somatica. 

Z" 1 onsiderando tutte le somiglianze fra 
^— ' i geni per le Ìmmunoglobuline e 
quelli per i recettori delle cellule T, sem- 
brerebbe ragionevole arguire che i due 
tipi di proteina siano in grado di ricono- 
scere gli antigeni nello stesso modo. In 
altre parole i recettori delle cellule 7* 
potrebbero avere un sito di legame per 
l'antigene, formato da gruppi di ammi- 
noacidi altamente variabili, in sottore- 
gioni specifiche incluse nelle regioni va- 
riabili delle catene alfa e beta. È, questa, 
un'ipotesi stimolante in quanto fornisce 
un'unica spiegazione per la capacità di 
riconoscimento di entrambe le proteine. 
Anche se essa dovesse risultare corretta, 
però, la storia non può esaurirsi qui per 
la seguente ragione: le due branche del 
sistema immunitario riconoscono gli 
antigeni in circostanze diverse. Un linfo- 
cito B può reagire a un antigene da solo, 
mentre i linfociti T di un individuo ven- 
gono attivati solo se l'antigene è presen- 
te sulla superficie di una cellula la quale 
sia portatrice, allo stesso tempo, di mar- 
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catori dell'identità dell'individuo stesso. 

Per descrivere questa differenza di 
risposta a un antigene è necessario 
prendere in esame le molecole che ser- 
vono da marcatori dell'identità indivi- 
duale. Esse sono specificate da un gran- 
de gruppo di geni, chiamato «maggior 
complesso di istocompatibihtà» (mhc>, e 
costituiscono una terza classe di protei- 
ne con funzione vitale nel riconoscimen- 
to immunitario. 

Le proteine codificate dal MHC sono 
state scoperte in esperimenti di trapian- 
to di tessuti. A meno che il donatore e il 
ricevente non siano geneticamente iden- 
tici {come nel caso di gemelli monovula- 
ri o di topi di un ceppo puro), sopravvie- 
ne generalmente il rigetto del trapianto 
in quanto il ricevente mette in moto una 
risposta immunitaria contro le proteine 
specificate dal mhc del donatore. Il fatto 
che il rigetto dei trapianti sia molto fre- 
quente indica che individui non impa- 
rentati esprimono quasi sempre insiemi 
diversi di geni nel MHC. In effetti, a parte 
te ìmmunoglobuline e i recettori delle 
cellule T. le proteine specificate dal MHC 
sono tra le più varie che si conoscano. 
Mentre, però, anticorpi e recettori delle 



cellule T variano da una cellula all'altra, 
le proteine specificate del MHC variano 
da un individuo all'altro. 

Sono state identificate due classi di 
proteine specificate dal mhc Una mole- 
cola della classe I consiste di una grande 
catena polipeptidica (all'inarca delle 
dimensioni di una catena pesante di 
immunoglobulina) legata a una subunità 
molto più piccola, la microglobulina 
beta-2. Le proteine di questa classe si 
trovano sulla superficie di quasi tutte le 
cellule, mentre quelle della classe II si 
trovano solo su alcuni tipi di cellula che 
prendono parte alla risposta immunita- 
ria, come i linfociti B, i macrofagi e cellu- 
le epiteliali specializzate. Anche una 
molecola della classe II è formata da due 
catene potipeptidiche, che hanno en- 
trambe all'incirca le dimensioni di una 
catena leggera di immunoglobulina. 
Tutti i polipeptidi specificati dal MHC 
presentano un certo grado di omologia 
con le ìmmunoglobuline, anche se la 
somiglianza non è così forte come fra 
queste ultime e i recettori delle cellule T. 

Dato che in natura lo scambio di tes- 
suti fra individui è molto raro, il rigetto 
dei trapianti non può essere la funzione 
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L '«Istruzione» che avviene net timo è uno stadio necessario per lo 
sviluppo di linfociti T funzionali. Secondo un modello proposto dal- 
l'autore e da David Ha u lei. le cellule T immature (pre-7| formano 
dapprima recettori con catene polipeptidiche gamma «n colore me- 
dio ) e beta (in colore tenue). Nel timo questi linfociti vengono esposti 
a proteine specificale dal maggior complesso di islocom patì bil ita 
(MHC) e solo quelli con affinità sufficiente per questi marcatali dell'i- 
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dentila propria possono propagarsi. Se i linfociti cosi selezionati ve- 
nissero liberati da) rimo attaccherebbero i tessuti dell'organismo a cui 
appartengono: l'affinità dei loro recettori per gli antigeni propri deve 
essere perciò ridotta. Ogni recettore conserva la catena beta del clone 
selezionato, mentre la catena gamma e cummutata in una delle tante 
catene alfa (in colore intenso). Le cellule T così modificate reagiscono 
ora a una proteina specificata dal mhc proprio e unita a un antigene. 



primaria delle proteine specificate dal 
MHC. Il loro vero ruolo è altrove nel 
sistema immunitario, oppure lo è nel di- 
rigere le risposte delle cellule T. Una 
cellula r riconosce, infatti, sulla superfi- 
cie di una singola cellula sia un antigene 
sia una proteina «propria» specificata 
dal MHC. La necessità di questo duplice 
stimolo è chiamata «restrizione da 
MHC» . Cellule T citotossiche reagiscono 
all'antigene assieme con una proteina 
della classe I specificata dal MHC; le cel- 
lule T coadiuvanti richiedono, invece, 
una proteina della classe IL 

Quali sono i vantaggi che trae l'organi- 
smo dalla restrizione da MHC? L'effetto 
della restrizione è di indirizzare l'attività 
delle cellule T verso la superficie delle 
cellule proprie dell'organismo e non 
verso batteri o molecole estranei liberi. 
Un'idea plausibile è che le cellule rcìto- 
tossiche abbiano avuto origine per pro- 
teggere dalle infezioni virali. Quando un 
virus entra in una cellula, le proteine del 
capside, codificate dal suo genoma, ri- 
mangono esposte sulla membrana cellu- 
lare. Di conseguenza la cellula infettata 
mostra proprio la giusta configurazione 
di marcatori superficiali per essere rico- 
nosciuta da parte delle cellule T, ossia 
una molecola estranea in combinazione 
con le proteine proprie dell'organismo. 
Una cellula T citotossica, riconoscendo 
l'antigene virale e una proteina della 
classe I, può distruggere la cellula infet- 
tata prima che il virus si replichi. 

Le proteine della classe II e le cellule 
T regolatrici potrebbero essersi evolute 
per aumentare l'efficienza della risposta 
immunitaria. Le cellule T coadiuvanti 
possono essere innescate da cellule che 
raccolgono gli antigeni circolanti e li 
«espongono» sulla loro superficie in- 
sieme con proteine della classe II speci- 
ficate dal mhc. La presenza di molecole 
della classe II sui linfociti B e sui macro- 
fagi potrebbe essere la chiave per capire 
come le cellule coadiuvanti comunicano 
con quelle cellule, chiamandole quindi a 
partecipare alla risposta immunitaria. 

Se una cellula T deve riconoscere due 
marcatori dì superficie, sorge il pro- 
blema di sapere se essa ha due recettori 
distinti oppure un unico recettore con 
una duplice funzione. Sembra che alcuni 
esperimenti recenti siano a favore della 
seconda ipotesi, ma i risultati sono lungi 
dall'essere definitivi. Qualora venisse 
trovato un secondo recettore, si potreb- 
be scoprire che esso incorpora la catena 
gamma rimasta «orfana», la quale, pur 
possedendo tutte le caratteristiche pre- 
viste per un recettore, non trova posto 
nel quadro attuale che illustra le attività 
delle cellule 7". 

Esiste un altro possibile ruolo per la 
catena gamma. I linfociti T maturano e 
diventano funzionanti solo dopo un pe- 
riodo di permanenza nel timo: è proprio 
durante questo periodo di «istruzione» 
che le cellule 7 imparano a riconoscere 
solo gli antigeni che sono in combinazio- 



ne con le proteine proprie dell'individuo 
specificate dal mhc. Non è ancora stata 
data una spiegazione definitiva all'istru- 
zione nel timo, ma molti immunologi 
sono d'accordo nel pensare che la fase 
cruciale debba essere la selezione di una 
sottopopolazione di cellule 7" immature 
grazie alla loro interazione con proteìne 
proprie mostrate loro dalle cellule timi- 
che e specificate dal mhc. Secondo uno 
dei modelli proposti, ogni linfocito T 
immaturo reagisce a una sola proteina 
specificata dal MHC(o a un gruppo ristret- 
to), mentre la popolazione totale com- 
prende cellule che rispondono a tutti i 
possibili marcatori. Nel timo solo quelle 
cellule che hanno un'affinità sufficiente 
nei confronti delle proteine proprie del- 
l'organismo specificate dal MHC possono 
propagarsi e continuare a differenziarsi. 

Perché questo schema funzioni, le cel- 
lule T immature devono essere in grado 
di riconoscere le molecole specificate 
dal MHC e di reagire nei loro confronti 
soltanto, cioè quando non sono legate a 
un antigene. Quando le cellule 7" mature 
vengono liberate dal timo, hanno ov- 
viamente perduto questa capacità, al- 
trimenti aggredirebbero i tessuti propri 
dell'organismo. Quali sono le basi bio- 
chimiche di questo cambiamento di reat- 
tività? Studi recenti indicano che, nelle 
cellule 7* immature, il gene alfa si espri- 
me a bassi Uveiti, mentre i geni beta e 
gamma producono maggiori quantità di 
proteina. Sulla base di questi risultati, 
David Raulet del MIT e io abbiamo pro- 
posto un modello di sviluppo per le cel- 
lule T che chiamiamo «commutazione 
da gamma-beta ad alfa-beta». 

Secondo questo modello, le cellule 7' 
immature avrebbero recettori composti 
da una catena gamma e da una catena 
beta e reagirebbero alle sole proteine 
specificate dal MHC. Nel corso del diffe- 
renziamento, il gene gamma verrebbe 
disattivato e il gene alfa attivato, cosic- 
ché le cellule mature possiederebbero 
recettori alfa-beta. Il cambiamento ri- 
durrebbe l'affinità delle cellule 7' per le 
proteine proprie specificate dal MHC ma, 
poiché la catena beta è ancora presente, 
l'affinità non si estinguerebbe comple- 
tamente. Un meccanismo analogo è in 
funzione nei globuli rossi quando passa- 
no dalla forma fetale alla forma adulta 
dell'emoglobina. 

L'ipotesi da noi formulata sulla fun- 
zione della catena gamma non è stata 
ancora provata, ma si possiedono ora i 
mezzi per risolvere questa e molte altre 
questioni riguardanti la natura dei recet- 
tori dei linfociti T. Idealmente gli studi 
genetici e strutturali dovrebbero con- 
sentirci di comprendere queste molecole 
allo stesso livello di dettaglio raggiunto 
per le ìmmunoglobuline. A quel punto si 
potrebbe sperare di risolvere alcuni dei 
grandi enigmi dell'immunologia: come 
si sviluppano i linfociti T nel limo, come 
riconoscono le loro cellule bersaglio e 
come controliano il resto del sistema 
immunitario. 



Il telescopio astronomico. Sopei C8 Plus (203 
min di apertura, f 10) nasce da oltre 20 anni 
di esperienza Celestron nell'oiticà e meccani- " 
ci di precisione. 
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Le basi molecolari 
della comunicazione tra cellule 

La trasmissione ormonale a lungo raggio e quella nervosa a breve raggio 
sono basate su due sistemi che si differenziano per la modalità di azione 
più o meno diretta, ma che hanno in comune alcuni messaggeri chimici 

di Solomon H. Snyder 
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L ameba, un organismo unicellulare, 
è in grado di svolgere tutte le 
/ funzioni indispensabili alla vita: 
assume sostanze nutritive dall'esterno, si 
sposta nell'ambiente, è sede di reazioni 
metaboliche che le forniscono energia e 
sintetizza sempre nuove molecole. Negli 
organismi pluricellulari la situazione è 
notevolmente più complessa: le varie 
funzioni sono ripartite fra distinte popo- 
lazioni di cellule, fra tessuti e organi che 
possono essere reciprocamente molto 
distanti. Per coordinare tutte queste va- 
rie funzioni devono pertanto esistere 
meccanismi tramite ì quali cellule singo- 
le o gruppi di cellule possono comunica- 
re tra loro. 

Nella maggior parte degli organismi 
superiori vi sono due forme fondamen- 
tali di comunicazione intercellulare: si- 
stemi di ormoni e sistemi di neuroni, o 
cellule nervose. In entrambe, le cellule 
comunicano tra loro per mezzo di mes- 
saggeri chimici. La differenza principale 
consiste nel modo più o meno diretto 
con il quale i due sistemi agiscono. Un 
neurone invia messaggi discreti a uno 
specifico insieme di cellule bersaglio - 
che possono essere cellule muscolari, 
cellule ghiandolari o altre cellule nervo- 
se - e lo fa liberando una sostanza, il 
neurotrasmettitore, diretta verso quelle 
cellule. La comunicazione da cellula a 
cellula avviene in particolari sili, le si- 
napsi. Le molecole di neurotrasmettito- 
re si legano ai recettori (che sono di so- 
lito molecole proteiche) presenti sulla 
superficie della cellula bersaglio deter- 
minando mutamenti chimici sia sulla 
membrana cellulare sia ai suo intento. 

L'azione degli ormoni è solitamente 
meno diretta. Malgrado esìstano i cosid- 
detti meccanismi autocrino e paracrino, 
nei quali un ormone agisce rispettiva- 
mente o sulla stessa cellula che lo ha 
secreto o su una cellula adiacente, la for- 
ma più diffusa di comunicazione ormo- 



nale è quella del sistema endocrino, dove 
una ghiandola secerne ormoni che pos- 
sono agire su cellule, o su organi, situate 
in qualsiasi parte dell'organismo. Le 
ghiandole endocrine liberano gii ormoni 
nel circolo sanguigno e ogni cellula ber- 
saglio è dotata di recettori che ricono- 
scono esclusivamente le molecole ormo- 
nali che le sono destinate, le sottraggono 
al circolo e le portano al suo interno. 

Vi sono, pertanto, differenze conside- 
revoli fra comunicazione ormonale e co- 
municazione nervosa. I neuroni tendono 
ad agire a breve distanza su una partico- 
lare cellula o su un particolare insieme 
di cellule e la comunicazione nervosa 
può aver luogo in pochi millisecondi. Un 
ormone secreto da una determinata 
ghiandola può invece agire su cellule od 
organi in qualsiasi parte dell'organismo; 
la comunicazione ormonale può richie- 
dere quindi anche diverse ore. 

Eppure, a livello molecolare, i due si- 
stemi non sono cosi diversi come appare 
a prima vista. Entrambi operano facen- 
do si che peculiari messaggeri chimici 
entrino in contatto con recettori specifici 
situati sulle cellule bersaglio. Sembra, 
inoltre, che alcuni neurotrasmettitori, al 
pari degli ormoni, agiscano solo in siste- 
mi dì comunicazione specializzati e svol- 
gano funzioni specifiche. 

Recentemente è emerso che. tra i due 
principali sistemi di comunicazione in- 



tercellulare, vi è una relazione ancora 
più stretta: molti messaggeri chimici uti- 
lizzati da un sistema lo sono anche dal- 
l'altro. Per esempio, la noradrenalina 
(norepinefrina) viene liberata come or- 
mone dalle ghiandole surrenali; in que- 
sta veste sti mola la contrazione cardiaca, 
provoca la dilatazione dei rami bron- 
chiali nei polmoni e fa aumentare la for- 
za contratti le dei muscoli degli arti . D 'al- 
tro canto la noradrenalina è anche un 
ncurotrasmettitore: a livello del sistema 
nervoso simpatico agisce da vasocostrit- 
tore, causando l'aumento della pressio- 
ne arteriosa. 

Lo stesso tipo di messaggero chimico 
può portare nel sistema ormonale un 
messaggio del tutto diverso da quello che 
porta nel sistema nervoso; certe mole- 
cole sono dunque mezzi di comunicazio- 
ne particolarmente efficienti. 

In genere le molecole degli ormoni ap- 
partengono a due classi di composti: 
peptidi e steroidi. I peptidì sono catene 
di amminoacidi (subunità delle protei- 
ne), mentre gli steroidi sono grandi mo- 
lecole, tutte derivate dai colesterolo e 
tutte caratterizzate dalla stessa struttura 
di base: 17 atomi di carbonio legati in 
quattro anelli condensati (si veda ì'illu- 
stmzione a pagina 130). Piccole differen- 
ze net gruppi chimici legati agli anelli di 
carbonio danno origine a ormoni con 



La molecola della vasopressina funge da messaggero sia nel sistema ormonale sia in quello 
nervoso di comunicazione tra cellule. Come ormone essa è liberata dalle cellule dell'ipofisi 
posteriore: ha un'azione vasocoslriltrice che fa aumentare la pressione arteriosa e un'arione 
antidiuretica dovuta al fatto che fa aumentare la capacità di riassorbi memo idrico dei reni. 
Come neurotrasmettitore (sostanza che porta messaggi da una cellula nervosa a un'altra), la 
vasopressina si trova nell'encefalo, dove si pensa che abbia una funzione nel meccanismo della 
memoria. Nell'immagine, realizzata dalla Tripos Associates di St. Louis, te linee continue sono 
legami interatomici, mentre le aree punteggiate delineano la superficie della molecola- D colore 
dei legami e dei punti indica quali atomi occupano una determinata regione: il carbonio e 
l'idrogeno sono bianchi, l'azoto blu, l'ossigeno rosso, il fosforo arancione, lo zolfo giallo. 
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I mudi di comunicazione del sistema ormonale sono in genere meno 
diretti di quelli del sistema nervoso. Nonostante l'esistenza di ormoni 
autocrìni (a), che agiscono sulla stessa cellula che li secerne, e paracrini 
0), che agiscono su cellule adiacenti, la maggior parte degli ormoni 
è endocrina e agisce su cellule o organi situati in qualsiasi parte 
dell'organismo. Le ghiandole endocrine (e ) secernono gli ormoni nel 
circolo sanguigno, dove essi entrano in contatto con recettori specifici 




delle cellule bersaglio. I recettori di una cellula riconoscono gii ormoni 
destinali ad agire su quella cellula e li sottraggono al circolo. sanguigno. 
t neuroni Ut) comunicano liberando neurotrasmettitori nelle vicinanze 
di cellule bersaglio specifiche. La comunicazione nervosa è caratteriz- 
zata da messaggi distinti inviati a breve distanza. Alcuni neuroni, però, 
agiscono anche nel sistema ormonale (e), liberando direttamente nel 
sangue sostanze che fungono da ormoni (secrezione neuroendocrina). 



funzioni del tutto diverse. Trai principali 
ormoni steroide!, presenti nell'uomo, vi 
sono i glucocorticoidi collisolo (o idro- 
cortisone) e corticosterone, che regola- 
no il metabolismo del glucosio e control- 
lano un'ampia gamma di altre funzioni 
metaboliche; i rnineralcorticoidi, come 
l'aldosterone, che regolano l'equilibrio 
salino dell'organismo; infine gli steroidi 
sessuali, tra i quali il progesterone, il te- 
stosterone e gli estrogeni. 

Gii steroidi sessuali femminili {estro- 
geni e progesterone) sono gli ormoni 
maggi orni ente conosciuti e costituisco- 
no un eccellente esempio dì come gli 
ormoni vengono prodotti, secreti e tenu- 
ti sotto controllo. In un ciclo mestruale 
normale l'estradiolo. che è il principale 
estrogeno, e il progesterone contribui- 
scono a preparare la parete dell'utero 
all'impianto dell'ovulo fecondato, ispes- 
sendone l'endometrio e aumentandone 
l'irrorazione sanguigna. La repentina ca- 
duta dei livelli di questi due ormoni pro- 
voca il flusso ematico che caratterizza la 
mestruazione. 

La secrezione degli steroidi sessuali, 
come quella della maggior parte degli 
ormoni, è sotto il controllo di altri ormo- 
ni e di «fattori di liberazione», prodotti 
da due organi importanti, l'ipofisi e l'i- 



potalamo. Genericamente parlando, si 
può dire che l'ipotalamo avvia la secre- 
zione di un ormone steroideo da parte 
di una ghiandola periferica, liberando un 
fattore che agisce sull'ipofisi. Questa poi 
secerne altri ormoni che influiscono sulle 
ghiandole periferiche, le quali, a loro 
volta, rispondono secemendo ormoni 
che agiscono sulle cellule bersaglio. 

Nel caso degli steroidi sessuali femmi- 
nili, il principale fattore prodotto dall'i- 
potalamo è l'ormone di liberazione delle 
gonadotropine. All'inizio del ciclo me- 
struale, l'ipotalamo, influenzato da re- 
gioni del cervello che operano come 
temporizzatori, secerne nel circolo san- 
guigno il fattore di liberazione delle go- 
nadotropine (chiamato anche fattore di 
liberazione dell'ormone luteinizzante). 
Questo fattore agisce a livello dei recet- 
tori presenti sulla superficie delle cellule 
tpofisarie che secernono l'ormone lutei- 
nizzante e l'ormone follicolosiimolante. 

L'ormone follicolosiimolante e, in mi- 
sura minore, l'ormone luteinizzante sti- 
molano nell'ovaio la crescita dei follicoli, 
i quali convertono il colesterolo in estra- 
diolo. Ouesto, immesso poi nel circolo 
sanguigno, determina l'aumento di tes- 
suto muscolare nella parete uterina. Di- 
versi giorni dopo, l'ipofisi secerne una 



quantità di ormone luteinizzante che 
modifica la struttura dei follicoli ovanti 
con la formazione del corpo luteo. I fol- 
licoli, cosi trasformati, sintetizzano una 
minore quantità di estradici© e avviano 
la conversione del colesterolo in proge- 
sterone. Questo agisce sull'utero facen- 
done aumentare la vascolarizzazione e 
facendone rallentare le contrazioni. La 
combinazione di estradiolo e dì proge- 
sterone ha cosi preparato la parete del- 
l'utero a ricevere l'ovulo fecondato. Su- 
bito dopo l'ovulazione, l'ipofisi rallenta 
la produzione di ormone luteinizzante, 
determinando la cessazione della sintesi 
di progesterone da parte del corpo luteo. 
Infine, lo strato di cellule che riveste la 
cavità uterina comincia a sfaldarsi e ha 
inizio la mestruazione. 

Nel corso del ciclo mestruale la quan- 
tità di ormoni secreti da varie ghian- 
dole deve essere controllata per assicu- 
rare nel circolo sanguigno la giusta con- 
centrazione di ogni ormone. Questo 
controllo è realizzato da un insieme so- 
fisticato di meccanismi di retroazione (si 
veda l'illustrazione di pagina 131). Per 
esempio, l'estradiolo secreto nelle ovaie 
agisce non solo sulle cellule bersaglio 
uterine, ma anche sulle cellule ipofisarie 



che secernono l'ormone follicolosiimo- 
lante. A livello dell'ipofisi esso impedi- 
sce a questa ghiandola di indurre la pro- 
duzione ovarica di altro estradiolo. L'e- 
stradiolo agisce anche sull'ipotalamo ini- 
bendo la produzione del fattore di libe- 
razione delle gonadotropine. Usuo livel- 
lo ematico determina, pertanto, quanto 
estradiolo deve essere ancora prodotto, 
cosi come la quantità di calore all'inter- 
no di un edifìcio determina, agendo sul 
termostato, quanto calore aggiuntivo 
dovrà essere generato dalla caldaia. 

Nel caso dell'estradiolo vi è anche un 
altro ciclo di retroazione. I follicoli ova- 
rici producono non solo questo ormone, 
ma anche inibina. una sostanza che agi- 
sce sia sull'ipofisi sia sull'ipotalamo: nel- 
la prima riduce la produzione di ormone 
follicolosiimolante; nel secondo la pro- 
duzione del fattore di liberazione delle 
gonadotropine. 

Anche altri ormoni steroide!, con fun- 
zioni notevolmente diverse, sono sog- 
getti ad analoghi principi di retroazione 
e di controllo. Per esempio, i glucocor- 
ticoidi. come il corriselo, vengono pro- 
dotti e liberati quando i fattori e gli or- 
moni secreti dall'ipotalamo e dall'ipofisi 
stimolano la corticale delle ghiandole 
surrenali. Mentre l'estradiolo agisce so- 
lamente su alcuni organi bersaglio spe- 
cifici, il cortisolo agisce su quasi tutti i 
tessuti corporei, determinando in essi 
variazioni metaboliche che fanno au- 
mentare la capacità dell'organismo di far 
fronte a sollecitazioni continue. Nella 
maggior parte dei tessuti il cortisolo po- 
tenzia l'assunzione di amminoacidi e la 
loro conversione in proteine, mentre nel 
fegato accelera la conversione degli am- 
minoacidi in glucidi. La corticale delle 
surrenali è indotta a produrre e a secer- 
nere cortisolo dalla corticotropina (or- 
mone adrenocorticotropo), sintetizzata 
nell'ipofisi. Come ha dimostrato di re- 
cente Wylie Vale del Salk Instìtute for 
Biological Studies, la secrezione di que- 
sto ormone è controllata dall'ipotalamo 
per mezzo della secrezione del fattore di 
liberazione della corticotropina. 

I fattori di liberazione ipotalamici che 
regolano l'ipofisi e gli ormoni ipofi- 
sari, i quali a loro volta controllano la 
secrezione degli ormoni steroidei, non 
sono steroidi, ma fanno parte dell'altra 
importante classe di ormoni, quella degli 
ormoni peptidici, 

A differenza degli ormoni steroidei, 
che sono sintetizzati tutti a partire dalla 
stessa molecola (il colesterolo), ogni or- 
mone peptidico deriva da una molecola 
«precursore» specifica: una lunga catena 
di amminoacidi che contiene una o più 
copie dell'ormone insieme con altre se- 
quenze peptidiche che non hanno nulla 
a che fare con esso. 11 precursore, chia- 
mato anche «pro-ormone», viene scisso 
da enzimi e libera l'ormone peptidico. 
Nonostante che ogni ormone peptidico 
abbia un precursore diverso, numerosi 
sistemi di ormoni peptidici hanno in co- 
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Il sistema endocrino è costituito da numerose ghiandole distinte e da centri di regolazione. Le 
ghiandole endocrine sono tutte controllate dall'ipofisi: questa «capoghiandola» secerne ormoni 
che stimolano altre ghiandole a sintetizzare e a secernere ormoni propri. L'ipofisi è a sua volta 
sotto il controllo dell'ipotalamo, che non è una ghiandola, ma una regione dell'encefalo. I 
«fattori di liberazione» prodotti dall'ipotalamo regolano la secrezione degli ormoni ipofisari. 



128 



129 




HO 



■*-r 



"'Sj 



CH,OH 
C=0 



A 



O^ 



CORTISOLO 



C ? H ' C 



^V c 



CORTICOSTERONE 



./ 



X 






CH, 



CHjOH 
I 

c=o 

I 

-\ 

e 



o^ 



^ 



ALDOSTERONE 




TESTOSTERONE 



CH, 



c^c/ C \c^ 



OH 

I 

A 

J 



CH, 

» I 



e^Sp^Ss^*" 



OH 
I 

-C 

\ 

c 

y 



HO-" 



C ^. 



; ^-c e 



PROGESTERONE 



BETA-ESTRADIOLO 



Gli ormoni steroidei, (ulti derivati dal colesterolo, hanno in comune una struttura di 17 atomi 
di carbonio, uniti in quattro anelli condensati. Le differenze nei gruppi chimici legati a questi 
anelli danno orìgine a ormoni con funzioni estremamente diverse. Le molecole qui riportate 
sono quelle dei principali ormoni steroidei: il collisolo e il corticosterone promuovono la 
formazione di glucosio nel fegato e pertanto sono chiamali glucocorticoidi; l'uldosterone mette 
in grado il rene di trattenere il sodio anziché espellerlo nell'urina; il testosterone è il principale 
ormone sessuale maschile; il progesterone e l'estradiolo sono i principali ormoni femminili. 



mune alcuni degli enzimi che attuano la 
scissione. 

L'insulina è uno dei principali ormoni 
peptidici. Secreta dalle cellule beta del 
pancreas, essa influisce su quasi tutte le 
cellule dell'organismo. Anche se è nota 
soprattutto per provocare la riduzione 
della concentrazione di glucosio nel san- 
gue migliorando l'assunzione di questo 
zucchero da parte delle cellule, svolge 
anche molte altre funzioni, alcune delle 
quali sono scarsamente conosciute. Per 
esempio, influisce in una cena misura sul 
metabolismo lipidico nel senso che ab- 
bassa la concentrazione dei grassi nel 
sangue. Per questa ragione i diabetici, 
che sono carenti di insulina, sono spesso 
affetti da aterosclerosi, una alterazione 



delle pareti dei vasi dovuta alla deposi- 
zione di grassi (placche ateromasiche). 
Molti ormoni peptidici agiscono nel- 
l'apparato digerente: per esempio, la 
gastrina stimola la secrezione acida dello 
stomaco. Pazienti affetti da tumori che 
la secernono spesso contraggono ulcere 
gravi proprio a causa dell'eccesso di se- 
crezione acida. La soma testatina è un 
ormone peptidico che contrasta gli effet- 
ti della gastrina limitando la secrezione 
acida a gruppi isolati di cellule gastriche. 
Un altro peptide, la colecistochinina, 
viene liberato nel circolo sanguigno da 
determinate cellule intestinali; quando 
giunge alla cistifellea fa aumentare il 
flusso di bile in direzione del duodeno, 
favorendo la digestione. 



[" a colecistochinina ha anche un'altra 
-*— ' funzione; infatti agisce nel cervello 
come neurotrasmettitore. Molti altri or- 
moni peptidici presentano un analogo 
dualismo, fungendo da messaggeri chi- 
mici sia nella comunicazione ormonale 
sia in quella nervosa. Per esempio, il po- 
lìpeptide vasoattivo intestinale è un or- 
mone che regola la motilità dell'intesti- 
no, ma è anche un neurotrasmettitore 
cerebrale. Le encefaline, due peptidi che 
differiscono leggermente l'uno dall'al- 
tro, fungono da oppiati nel cervello, 
mentre esplicano funzioni ormonali nel- 
l'intestino regolando il transito del cibo 
grazie a un intervento che altera i movi- 
menti peristaltici. 

Fino alla metà degli anni settanta, non 
si sapeva che ì peptidi potessero agire da 
neurotrasmettitori, anche se molti or- 
moni peptidici erano già ben conosciuti. 
I primi n euro trasmettitori a essere in- 
dentificati sono stati l'acetilcolina, te 
animine (catene di amminoacidi legger- 
mente modificate) e le monoammine 
(singoli amminoacidi modificati). Tra le 
monoammine vi sono la dopammina. la 
noradrenalina e l'adrenalina, tre cateco- 
iammìne tutte sintetizzate a partire dal- 
l'amminoacido tirosina. La noradrenali- 
na e l'adrenalina (che sono conosciute 
anche come norepinefrina ed epinefri- 
na) sono al tempo stesso ormoni e neu- 
rotrasmettitori ; se crete dalla midollare 
delle ghiandole surrenali fanno aumen- 
tare la frequenza cardiaca e la pressione 
arteriosa come pure il flusso di glucosio 
dal fegato al sangue. 

Negli anni sessanta diversi gruppi di 
ricercatori hanno dimostrato che nume- 
rosi amminoacidi non modificati fungo- 
no a volte da neuroirasmettitori. Uno di 
questi amminoacidi, l'acido gamma-am- 
m ino butirrico, agisce quasi esclusiva- 
mente da neurotrasmettitore; altri neu- 
rotrasmettitori amminoacidici, come l'a- 
cido glutammico, l'acido aspartico e la 
glicina, sono invece in ugual misura co- 
stituenti delle proteine. 

In tutto non vi sono più di 10 neuro- 
trasmettitori ed essi sono o ammine o 
amminoaddi.Inbasealmodelloclassico 
del loro funzionamento, un numero più 
elevato di neurotrasmettitori sarebbe 
superfluo; infatti, un neurotrasmettitore 
agisce come un commutatore chimico 
che o eccita il neurone bersaglio o lo 
inibisce. Se il modello fosse preciso, il 
cervello potrebbe funzionare con due 
soli neurotrasmettitori, uno eccita torio e 
uno inibitorio. E invece, dal 1975, cioè 
da quando si è trovato che le encefaline 
sono neurotrasmettitori che agiscono nel 
cervello sui recettori per gli oppiati, sono 
stati isolati quasi altri 50 «neuropepti- 
di». Qual è la loro funzione? 

Accurati studi di elettrofisiologia han- 
no dimostrato che neurotrasmettitori di- 
versi possono produrre effetti molto dif- 
ferenti a livello delle sinapsi. Nella mem- 
brana cellulare del neurone bersaglio vi 
sono numerosi tipi diversi di pori, o ca- 
nali. (Questi possono venire aperti o 
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chiusi da una molecola di neurotrasmet- 
titore, che consente dunque o no il pas- 
saggio attraverso la membrana di ioni 
quali gli ioni di cloro, sodio, potassio e 
calcio. Sembra che, per ogni ione, vi sia- 
no molti tipi di canale e canali differenti 
trasportano tipi diversi di informazione 
elettrica. I neurotrasmettitori possono 
agire sui canali in vari modi. 

Può darsi, inoltre, che un singolo neu- 
rotrasmettitore abbia effetti differenzia- 
ti a seconda del tipo di sinapsi a livello 
delia quale agisce. Per esempio, in cor- 
rispondenza dei recettori per la musca- 
rina, situati sulle cellule della muscola- 
tura liscia dell'intestino, l'acetilcolina 
chiude certi canali che normalmente 
consentono agli ioni di potassio di lascia- 
re la cellula. L'effetto (ancora non com- 
pletamente chiarito) è produrre una gra- 
duale e prolungata eccitazione della mu- 
scolatura. D'altra parte, a livello dei re- 
cettori per la nicotina, che si trovano sui 
muscoli scheletrici, l'acetilcolina apre ì 
canali per il sodio causando una contra- 
zione muscolare brusca e rapida. 

Oltre a sovvertire il concetto che i 
neurotrasmettitori portino solo un sem- 
plice messaggio di eccitazione o inibizio- 
ne, i neuropeptidi hanno indotto a rive- 
dere un altro aspetto del pensiero tradi- 
zionale. Si pensava che ogni neurone li- 
berasse un solo tipo di neurotrasmetti- 
tore. Nel 1977, TomasG. M.Hokfelt del 
Karolinska Institut di Stoccolma ha tro- 
vato che le terminazioni di molti neuro- 
ni, se non della maggior parte di essi, ne 
contengono, in realtà, due o tre, dei quali 
uno è invariabilmente un peptide. È evi- 
dente che questi «co trasmettilo ri» svol- 
gono un'azione sinergica per trasportare 
un'informazione più sofisticata di quella 
che sarebbe possibile con un unico tra- 
smettitore. Tuttavia, non è ancora del 
tutto chiaro come funzioni il meccani- 
smo della cotrasmissione, 

ìy/f olte caratteristiche dei neuropepti- 
™J> di sono ben esempliate dalle due 
encefaline. Entrambe costituite da cin- 
que amminoacidi, differiscono solo per 
quanto riguarda il quinto amminoacido: 
la met-encefalina termina con la metio- 
nina, mentre la leu-encefalina termina 
con la leucina. Le encefaline sono pre- 
senti, nel cervello, in vie nervose distinte 
e approssimativamente nelle stesse re- 
gioni dove si trovano i recettori per gli 
oppiati. Questa coincidenza depone a 
favore dell'ipotesi che esse agiscano co- 
me oppiati. 

Le encefaline sono sintetizzate a par- 
tire da due grosse proteine precursore, 
la proencefalina A e la proencefalina B. 
La prima contiene sei copie di met-en- 
cefalina e una copia soltanto di leu-en- 
cefalina, mentre la seconda ha tre copie 
di leu-encefalina e nessuna copia di met- 
-encefalina. Tutta la met-encefalina de- 
riva pertanto dalla proencefalina A, 
mentre la leu-encefalina può essere sin- 
tetizzata a partire da uno o dall'altro dei 
due precursori. 



ENCEFALO 




FATTORE DI LIBERAZIONE IPOTALAMICO 

• ORMONE TROPICO IPOFISARIO 

• ORMONE STEROIDEO 



• FATTORE 01 INIBIZIONE IPOTALAMICO 
> STIMOLAZIONE 



-> INIBIZIONE 



I meccanismi di retroazione e di controllo avviano la secrezione degli ormoni steroidei e ne 
assicurano le giuste concentrazioni nel sangue. Quando è stimolato dai neuroni cerebrali (/ ), 
l'ipotalamo secerne nel circolo sanguigno un fattore di liberazione (2). Alcune molecole di 
questo vengono estratte dal sangue da recettori specializzati situati sulla superficie di alcune 
cellule ipnfLsarie (.' I. che vengono così stimolate a produrre e a secernere un ormone tropico 
(4). Questo giunge, per via ematica, a una ghiandola periferica (5) e la induce ad avviare la 
produzione, per esempio, di un ormone steroideo (6 ), che va ad agire sul tessuto bersaglio (7). 
Numerosi cicli di retroazione mantengono le giuste concentrazioni di ormoni steroidei nel 
sangue. Così, lo slesso ormone stcroideo agisce sull'ipofisi (8) inibendo la produzione dell'or- 
mone tropico ipofisario e agisce anche sull'ipotalamo limitando la produzione del fatture di 
liberazione (9). L'ormone tropico ipofisario e lo stesso fattore di liberazione ipotalamico 
agiscono anche sull'ipotalamo, inibendo la produzione del fattore di liberazione (10, II). 
Inoltre l'ormone steroide o (12) induce certe cellule dell'ipotalamo a produrre un fattore di 
inibizione ipotalamico (13), che blocca la liberazione dell'ormone tropico ipofisario (14). 
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DENDRODENDRITICA 
RECIPROCA 




La comunicazione tra neuroni avviene attraverso particolari giunzioni, le sinapsi. Nella classica 
sinapsi assodcndritica (a) le vescicole si n api ì eh e presenti nell'assone di un neurone liberano 
un ne urol ras me Iti tori' in direzione dei recettori siluiUi \ul dendrite del neurone bersagli». In 
dendrite può anche trasmettere un messaggio a un altro dendrite (ramile sinapsi dendroden- 
dritiche. In una sinapsi dendrodendrìlica reciproca 0), ogni dendrite trasmette messaggi a un 
altro per mezzo di una sinapsi distinta, in altre sinapsi, te sinapsi assoassoniche (e), Cassone 
di un neurone trasmette un messaggio attraverso l'assone di un altro neurone al dendrite di un 
terzo neurone. In un glomerulo sinaptico (</), Cassone di un neurone trasmette messaggi ai 
dendriti di altri due neuroni. I dendriti possano anche trasmettersi reciprocamente messaggi, 



All'interno delle molecole precursore 
ogni encefalina è affiancata su entrambi 
i lati da segnali costituiti da due ammi- 
noacidi: o due molecole di lisina, o due 
di arginina, o una di lisina e una di argi- 
nina. Perché l'encefalina si liberi dal pre- 
cursore è necessario l'intervento di due 
enzimi. Il primo scinde il legame pepti- 
dico a destra di ciascuno degli amminoa- 
cidi laterali (si veda l'illustrazione nella 
pagina a fronte), dando origine a una 
molecola di encefalina che ha ancora un 
amminoacido in eccesso sul lato destro. 
Il secondo rimuove questo amminoacido 
in più producendo encefalina. 

La velocità di sintesi dell 'encefalina 
varia a seconda delle circostanze e si 
pensa che aumenti in caso di stimolazio- 
ni dolorose. Essa può essere influenzata 
da variazioni nella velocità con la quale 
sono trascritti i geni per la proencefalina 
o dalla disponibilità degli enzimi che 
scindono i legami peptidici che fissano 
l'encefalina all'interno della molecola 
precursore. 

C ono molti gli enzimi che possono ca- 
*3 talizzare le due fasi della conversione 
della proencefalina in encefalina. Uno 
degli enigmi più impenetrabili a propo- 
sito dei neuropeptidi è se siano enzimi 
aspecifici a trasformare tutti gli ormoni 
e i ne urotrasm etti tori peptidici oppure 
se per ogni peptide vi siano enzimi spe- 
cifici. La sua soluzione avrà conseguenze 
pratiche di notevole rilievo. Infatti, nel 
caso che siano coinvolti enzimi specifici, 
si potrebbero forse progettare farmaci 
contenenti inibitori enzimatici selettivi 
in grado di bloccare la biosintesi di sol- 
tanto alcuni neurotrasmettitori peptidi- 
ci. Questo risultato consentirebbe di te- 
nere i pazienti sotto un rigoroso control- 
lo neurochimico. 

I risultati di recenti ricerche depongo- 
no a favore dell'ipotesi che per ogni neu- 
ropeptide vi siano effettivamente enzimi 
di conversione specifici. Nel mio labora- 
torio, alla School of Medicine della 
Johns Hopkins University, Lloyd D. 
Fricker, Stephen M. Strittmatter e Da- 
vid R. Lynch hanno isolato e caratteriz- 
zato un enzima, da noi chiamato ence- 
falico n ve nasi, che rimuove l'amminoa- 
cido rimasto legato alla molecola di en- 
cefalina già parzialmente liberata. Ab- 
biamo trovato che questo enzima è lo- 
calizzato selettivamente nei medesimi si - 
ti del cervello dove si trova anche l'en- 
cefalina, indicando così che esso parte- 
cipa alla formazione di questo neuro- 
peptide nelle aree suddette, anche se 
può avere funzioni diverse in altre parti 
dell'organismo. Numerosi farmaci da 
noi sperimentati sono risultati 1000 vol- 
te più efficaci dì qualsiasi altro enzima 
nell'inibire l'encefalincon vertasi. 

Una delle conseguenze più stimolanti 
delle ricerche sui neuropeptidi è dunque 
la possibilità di mettere a punto nuovi 
farmaci che siano più efficaci, più speci- 
fici e più sicuri dei farmaci impiegati at- 
tualmente in psicoterapia. Tutti i farmaci 
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Le encefaline, molecole che fungono sia da n cu rotrasm etti tori sia da 
ormoni, derivano, per scissione enzimatica, da precursori di dimen- 
sioni molto maggiori. Entrambe le encefaline sono catene di cinque 
amminoacidi con solo il quinto amminoacido diverso: la metionina 
nella met-encefalina (in allo a sinistra ) e la leucina nella leu-encefa- 
lina (in alto a destra). Per le encefaline vi sono due tipi di precursori 
(al centra}: la proencefalina 1. che contiene sei copie dì met-encefa- 
lina e una di leu-encefalina, e la proencefalina B. che contiene solo 
tre copie di leu-encefalina e nessuna di met-enccfalina. All'interno del 



precursore ogni copia di encefalina è affiancata su entrambi i lati da 
coppie di amminoacidi che fungono da segnali; il segnale può essere 
composto da due molecole di lisina, da due di arginina o da una di 
lisina e una di arginina. Per staccare l'encefalina dal precursore sono 
necessari due enzimi. Il primo (I | opera una scissione a destra di 
ciascun amminoacido segnale (lisina o arginina), dando origine a una 
molecola di encefalina con ancora un amminoacido sul lato destro. Il 
secondo enzima (2 > stacca questo amminoacido in eccesso producendo 
l'encefalina (3\. Le immagini in alto sono della Tri pus Associai es. 
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I neurotras me trifori catecolamminici dopammina, noradrenalina (o norepinefrina) e adrena- 
lina di epinefrina ) fungono anche da ormoni e vengono sintetizzati a partire dalla tirosina (a >. 
Questo amminoacido viene dapprima trasformato in L-dopa (b) per addizione di un ossidrile 
(OH). Quando un idrogeno sostituisce un carbonio legato a un gruppo OH e a un ossigeno si 
forma dopammina <cì. Aggiungendo un altro OH si ottiene noradrenalina (d): aggiungendo 
un metile (CHji si ottiene adrenalina {e}. Le immagini a sinistra sono della "l'ripos Associale*. 
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usati in psichiatria e in neurologia agi- 
scono praticamente bloccando o poten- 
ziando gli effetti di un neurotrasmettito- 
re; per la maggior parte essi esercitano 
la loro azione su uno o l'altro dei neuro- 
trasmettitori «classici». I trasmettitori 
peptidici che sono stati scoperti di recen- 
te potrebbero dare origine a una nuova 
generazione di farmaci che influenzino 
la sintesi, la liberazione e gli effetti di 
neuropeptidi specifici sui recettori. Di- 
sponendo di un corredo di sostanze in 
grado dì regolare ciascuno dei numerosi 
neuropeptidi, sarà pertanto possibile ot- 
tenere una più precisa modulazione del- 
la sensibilità e del pensiero che riuscirà 
forse ad alleviare notevolmente molti di- 
sturbi emotivi e neurologici. 

T 1 modo migliore per descrivere le vie 
-*- di interazione dei farmaci attuali con 
i trasmettitori è considerare il caso della 
noradrenalina. uno dei trasmettitori am- 
minici classici. Questa sostanza esplica la 
sua attività nel sistema nervoso simpati- 
co, la parte del sistema nervoso autono- 
mo che prepara l'organismo a un rapido 
dispendio di energia, per esempio pro- 
vocando la dilatazione di certi vasi san- 
guigni, facendo aumentare la frequenza 
cardiaca e facendo rallentare, invece, la 
digestione. La noradrenalina è anche un 
neurotrasmettitore cerebrale. 

I neuroni contenenti noradrenalina, al 
pari di quelli contenenti le encefatine, 
sono distribuiti in aree distinte, ben pre- 
cise, del cervello. Una delle vie più im- 
portanti per la noradrenalina è centrata 
sullocus coeruleus, un piccolo nucleo nel 
tronco cerebrale dal quale i neuroni con- 
tenenti noradrenalina inviano assoni a 
molte regioni cerebrali. In questo modo 
il numerorelativamente ristretto di neu- 
roni del locus coeruleus è in grado di 
influenzare letteralmente miliardi di al- 
tre cellule nervose. 

Vi sono quattro tipi principali di re- 
cettori per la noradrenalina: alfaj, alfa^, 
betai, betaj. Questi diversi recettori so- 
no situati nell'organismo in siti differenti 
cosicché è possibile progettare farmaci 
che agiscano bloccando o stimolando 
l'effetto delta noradrenalina a livello di 
un particolare tipo di recettore. Per 
esempio, la stimolazione dei recettori 
alfaj del sistema nervoso periferico fa 
aumentare la pressione arteriosa; quin- 
di, per il trattamento dell'ipertensione, 
vengono studiati molti farmaci che bloc- 
cano in modo selettivo i recettori alfai. 
D'altra parte, la stimolazione dei recet- 
tori betai o beta; fa aumentare la fre- 
quenza cardiaca e dilatare l'albero bron- 
chiale. Ne consegue che i beta-stimolanti 
possono essere impiegati nel trattamen- 
to dell'asma e i beta-bloccanti nel trat- 
tamento dell'angina. 

Purtroppo i beta-stimolanti sommini- 
strati nella cura dell'asma potrebbero fa- 
re aumentare eccessivamente la fre- 
quenza cardiaca, così come i beta-bloc- 
canti impiegati nel trattamento dell'an- 
gina potrebbero aggravare una forma 



asmatica, È possibile però ovviare a que- 
sti effetti collaterali in quanto nel cuore 
vi sono soprattutto recettori betai, e nei 
polmoni recettori beta2. Per questa ra- 
gione i farmacologi sono riusciti a met- 
tere a punto stimolanti selettivi per i re- 
cettori betaz che alleviano i sintomi del- 
l'asma senza causare tachicardia e bloc- 
canti specifici per i recettori betai che 
alleviano la sindrome dolorosa dell'an- 
gina senza il rischio di scatenare attacchi 
asmatici. Sono slati studiati molti altri 
farmaci i quali sfruttano il fatto che, per 
la maggior parte dei neurotrasmettitori, 
vi sono molti tipi di recettore. 

Numerosi altri farmaci agiscono in ba- 
se a un principio leggermente diverso. 
Dopo che un neurotrasmettitore è stato 
liberalo e ha agito sui recettori, la sua 
azione va in qualche modo arrestata co- 
sicché i recettori possano rispondere al 
successivo impulso nervoso. La maggior 
parte dei n euro trasmetti tori è disattivata 
da un meccanismo «a pompa» che ripor- 
ta il neurotrasmettitore alla terminazio- 
ne nervosa dalla quale è stato liberato. 
Alcuni farmaci esercitano la loro azione 
terapeutica bloccando questo meccani- 
smo di «riassunzione». Per esempio, i 
principali farmaci antidepressivi, quelli 
chiamati antidepressivi triciclici, blocca- 
no la disattivazione per riassunzione del- 
la noradrenalina e della serotonina, fa- 
cendo aumentare la quantità dei due 
neurotrasmettitori a livello dei recettori. 
Il fatto che questi farmaci siano effetti- 
vamente in grado di contribuire alla cura 
della depressione significa che questa 
può essere in parte dovuta a una carenza 
di noradrenalina, di serotonina o di altre 
a mmi ne biogene (ossia trasm ettitori am- 
minici prodotti nell'encefalo). 

Altri farmaci agiscono sugli enzimi 
che sintetizzano o demoliscono la mole- 
cola di noradrenalina. Per esempio, ini- 
bendo la monoamminossidasi, l'enzima 
elio degrada la norudrcnalina.c possibile 
far aumentare i livelli encefalici di que- 
st'ultima. Gran parte della noradrenali- 
na accumulata è poi costretta a uscire 
dalle terminazioni nervose per pressione 
osmotica andando cosi ad agire sui re- 
cettori. Gli inibitori della monoammi- 
nossidasi sono perciò in grado di far au- 
mentare l'attività delia noradrenalina a 
livello delle sinapsi, esplicando in tal mo- 
do un effetto antidepressivo. 

La comunicazione fra cellule o gruppi 
di cellule è essenziale per la soprav- 
vivenza di tutti gli organismi pluricellu- 
lari. Negli organismi superiori i mecca- 
nismi attraverso i quali si attua si basano 
su numerosi messaggeri chimici alta- 
mente specializzati. A mano a mano che 
t ricercatori vengono a conoscenza delle 
proprietà e delle funzioni di tutti questi 
messaggeri intercellulari, diventa possi- 
bile mettere a punto agenti terapeutici 
più sicuri e più efficaci per condizioni 
patologiche molto diverse: dalle disfun- 
zioni ormonali, alle malattie cardiache, 
ai disturbi mentali. 
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Le basi molecolari 
della comunicazione entro la cellula 

Anche se in numero molto esiguo, queste sostanze che agiscono da 
«secondi messaggeri» hanno una funzione fondamentale nel determinare 
le modalità di risposta della cellula ai fabbisogni dell'organismo 

di Michael J. Berridge 



La suddivisione dei lavoro tra cellule 
in un organismo pluricellulare 
-/ esige che ogni popolazione cel- 
lulare usufruisca della cooperazione di 
altre popolazioni cellulari rendendosi a 
sua volta utile nei loro confronti. In buo- 
na parte questo coordinamento si realiz- 
za mediante segnali chimici che di solito 
non hanno neppure bisogno di penetrare 
all'interno della cellula. Infatti, sulla su- 
perficie esterna di questa sono distribui- 
te varie antenne molecolari, i recettori, 
che individuano un messaggero in arrivo 
e attivano una via per questo segnale, 
che finirà per regolare un processo cel- 
lulare, come la secrezione, la contrazio- 
ne, il metabolismo o la crescita. La prin- 
cipale barriera al flusso d'informazione 
è la membrana plasmatica, nella quale 
meccanismi di trasduzione convertono i 
segnali esterni in segnali interni, che so- 
no trasportati da «secondi messaggeri». 
In termini molecolari il processo di- 
pende da una serie di proteine, contenu- 
te nella membrana cellulare e che tra- 
smettono, ciascuna, un'informazione in- 
ducendo un cambiamento conformazio- 
nale, un'alterazione di forma e quindi di 
funzione, nella proteina che segue im- 
mediatamente nella sequenza. A un cer- 
to punto l'informazione giunge a piccole 
molecole o addirittura a ioni presenti nel 
citoplasma. Sono questi i secondi mes- 
saggeri, la cui diffusione fa si che un 
segnale si propaghi rapidamente in tutta 
la cellula. 

È sorprendente come il numero di se- 
condi messaggeri sia limitato. In altre 
parole, vale la pena di notare che le vie 
intracellulari per la trasmissione dei se- 
gnali sono universali. Malgrado ciò, i 
messaggeri che già conosciamo sono in 
grado di regolare una grande varietà di 
processi fisiologici e biochimici. La loro 
scoperta risulta quindi di fondamentale 
importanza per la comprensione di come 
viene regolata l'attività della cellula. 
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Sono ormai note due vie principali per 
la trasmissione dei segnali. Una di queste 
vie utilizza come secondo messaggero 
l'adenosinmonofosfato ciclico (AMP ci- 
clico); l'altra utilizza, invece, una com- 
binazione di secondi messaggeri, che 
comprende ioni di calcio e due sostanze, 
l 'i n os itolt rifosfato (1P3) e il diacilglicero- 
lo (dg), delle quali vale la pena di ricor- 
dare le origini: entrambe sono fagocitate 
dalla membrana citoplasmatica. 

Le due vie hanno molto in comune. In 
entrambe, la componente iniziale, cioè 
la molecola recettrice presente sulla su- 
perficie della cellula, trasmette l'infor- 
mazione attraverso la membrana pla- 
smatica e all'interno della cellula stessa 
per mezzo di una famiglia di proteine G, 
proteine di membrana che non possono 
essere attive se non si legano al guano- 
sintrifosfato (GTP), In entrambe, le pro- 
teine G attivano sulla superficie interna 
della membrana un enzima «amplifica- 
tore» che trasforma le molecole precur- 
sore in secondi messaggeri. Di norma, i 
precursori sono abbondantemente fo- 
sforilati, cioè contengono molti gruppi 
fosfato (PO4). Per fare un esempio, l'a- 
denilciclasi trasforma l'adenosint rifosfa- 
to ( atp) in amp ciclico e la fosfolipasi C, 



un altro enzima amplificatore, scinde il 
lipide di membrana fosfatidilinositolo 
4. 5 -di fosfato, o pipi, in dg e ìPj. 

Inoltre, in entrambe le vie gli stadi 
finali sono simili: i secondi messaggeri 
inducono le proteine cellulari a modifi- 
care la loro struttura. (In una conforma- 
zione tridimensionale la proteina è inat- 
tiva; in un'altra partecipa a una delle 
funzioni cellulari come la secrezione o la 
contrazione.) 

Vi sono, inoltre, due vie principali nel- 
le quali i secondi messaggeri svolgono la 
loro funzione. In una il secondo messag- 
gero agisce direttamente, si lega alla pro- 
teina (più particolarmente si lega alla 
«componente regolatrice» della protei- 
na) e, in questo modo, innesca un cam- 
biamento conformazionale. Un classico 
esempio si trova nel muscolo scheletrico, 
in cui il calcio si lega a una proteina, la 
troponina C, avviando un cambiamento 
conformazionale che conduce alla con- 
trazione del muscolo. Nel meccanismo 
alternativo il secondo messaggero agisce 
indirettamente: attiva un enzima, una 
proteinchinasi, che poi fosforilerà un'al- 
tra proteina. Il processo (cioè l'addizio- 
ne di un gruppo fosfato) induce il cam- 
biamento di forma della proteina. 



La produzione di un messaggero per la trasmissione di segnali all'interno di una cellula è messa 
in evidenza in queste immagini della struttura del precursore del messaggero e del messaggero 
stesso generate al calcolatore da dati crisi ali «grafici della Tripos Associates di SI. Louis. Il 
precursore (in alia) è l'adenorintrifosfato, o atp, che contribuisce al funzionamento della 
ceUuIa cedendo energia alle reazioni chimiche. L'atp consta di tre parti: la base azotata, 
adenina, forma il settore superiore destro della molecola; la sua struttura è dominata da un 
esagono e un pentagono di atomi di carbonio (in bianco) e di azoto (in blu). L' adenina si 
unisce a un altro pentagono, quello di uno zucchero pento so, il ribosio, visibile quasi capovolto 
nella parte bassa della molecola di atp. A sua volta il ribosio è unito a una catena di tre gruppi 
fosfato, consistente ciascuno di un atomo di fosforo centrale Un giallo} e di atomi satelliti di 
ossigeno (Vn arancione}. La catena si ripiega dietro il ribosio e si estende verso sinistra. Per 
essere trasformato in un messaggero intracellulare, I'atf si modifica in a denosìn monofosfato 
ciclico, o e- amp Un basso). Due dei tre fosfati vengono rimossi, mentre il grappo che rimane 
si lega al resto della molecola in corrispondenza di due degli atomi satelliti di ossigeno. In 
questo modo, il grappo fosfato assume una struttura ciclica rispetto al resto di-li' \mp. 




Di tutte le fasi che costituiscono le vie 
seguite dai secondi messaggeri le 
meglio conosciute oggi sono quelle della 
trasduzione e dell'amplificazione, che 
attivano I'amp ciclico. I fatti hanno co- 
minciato a emergere per gradi, a partire 
dal 1958. quando Earl W. Sutherland, 
Jr., e Theodore W. Rall, lavorando alla 
Case Western Reserve University, han- 
no scoperto I'amp ciclico. Successiva- 
mente, nel 1971, Martin Rodbell e col- 
laboratori, dei National Institutes of 
Health, hanno dimostrato l'essenzialità 
del gtp per il meccanismo di trasduzione 
che genera quetl'AMP. Prima che l'infor- 
mazione possa fluire attraverso la mem- 
brana devono aver luogo due eventi: alla 
superficie della cellula, un segnale ester- 
no deve unirsi al suo recettore; nel frat- 
tempo, dall'interno della cellula, una 



molecola di GTP deve agire sulla propria 
proteina G. 

Il processo è stato studiato in dettaglio 
da Alfred G. Gilman e collaboratori del- 
lo Health Science Center dell* Universi- 
tà del Texas a Dallas. Due tipi di protei- 
ne G risultano interessate, una con fun- 
zione semolatrice e l'altra inibitrice. La 
proteina stimo latri ce, chiamata G s , si le- 
ga a recettori, chiamati R s . L'unione di 
un segnale esterno con uno di questi in- 
duce nel recettore un cambiamento con- 
fo rotazionale, che viene trasmesso attra- 
verso la membrana cellulare a G„, ren- 
dendola suscettibile al GTP proveniente 
dall'interno della cellula. Il legarsi del 
GTP alla G s costituisce quindi una reazio- 
ne di avviamento: costringe la G» ad as- 
sumere di nuovo un'altra conformazione 
che la metta in grado di attivare t'ade- 



nilciclasi e quindi di sollecitare la forma- 
zione di AMP ciclico. L'informazione 
portata dal segnale esterno è stata cosi 
trasmessa attraverso la membrana e af- 
fidata a un segnale intemo, un secondo 
messaggero. 

L'attività del complesso G,-GTP si 
conclude con l'idrolisi del gtp in GDP 
(guanosindifosfato), che costituisce la 
reazione di arresto, catalizzata dall'enzi- 
ma GTPasi. Per combinazione l'attività di 
questo enzima è inibita dalla tossina pro- 
dotta dal vibrione del colera; in presenza 
di questa tossina il complesso non si scin- 
de e quindi la cellula continua a produrre 
I'amp ciclico, anche in assenza di un se- 
gnale estemo che solleciti questa sintesi. 
La grave diarrea tipica delle vittime del 
colera si può spiegare tenendo conto del 
fatto che I'AMP ciclico presente nelle cel- 
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Nelle cellule, le vie note per la trasmissione di segnali sono poco 
numerose. Sotto l'aspetto funzionale esse hanno in comune una se- 
quenza di eventi (a sinistra). I messaggeri estemi, che raggiungono le 
molecole dei recettori nella membrana plasmatici (in grigio), attivano 
una famiglia di molecole trasd ini riti molto affine, che serve a traspor- 
tare i segnali attraverso la membrana, e degli enzimi amplificatori, che 
attivano i segnali interni portati dai «secundi messaggeri». La vìa che 
utilizza il c-amp come secondo messaggero (al centro) ha recettori 
stimolatori (Rj e inibitori (Ri), che comunicano entrambi con l'enzi- 
ma amplificatore adenilicocielasi (AC) per il tramite di trasduttori 
stimolatori e inibitori, chiamati proteine G perché, per funzionare, 
hanno bisogno dì guanosinlrif ostato (gtp). L'adenilicociclasi trasfor- 
ma l' ATT in c-amp. Non si sa se l'altra via principale (a destra ) riconosca 
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i segnali inibitori estemi. Kssa utilizza una proteìna G stimolatrice per 
attivare il proprio enzima amplificatore, una fosfudiest erasi (piiki, che 
trasforma il fosfatidilinositol-4.5-dìfosfalo (pipi) in una coppia di se- 
condi messaggeri, il diaeilglicerolo (DG) e l'inosit oli rifosfato (iPii- A 
sua volta I'ipj induce la cellula a mobilizzare un altro messaggero, gli 
ioni dì calcio lC"a- - t. La via induce, inoltre, la guanilicocìclasì (GC) a 
convertire il gtp nel secondo messaggero guanosin monofosfato ridico 
( c-c:mp). In generale i secondi messaggeri si legano alla componente 
regolatrice di una proteinchinasi, un enzima che attiva una risposta 
come la contrazione o la secrezione, aggiungendo particolari proteine 
ai gruppi fosfato (PO4). Il calcio si lega a una famiglia dì proteine che 
include calmodulìna (CaM) e troponina (TnC). A sua volta la CaM 
attiva una proteinchinasi e la TnC stimola la contrazione muscolare. 



Iute intestinali è un potente attivatore 
della secrezione di liquidi. 

L'altro tipo dì proteina G lungo la via 
delI'AMP ciclico media una trasduzione 
inibitrice. L'arrivo di un segnale esterno 
in corrispondenza dei recettori designati 
con R\ provoca un cambiamento confor- 
mazionale nella proteina G (un cambia- 
mento che dipende anch'esso dal legame 
con il gtp). La proteina G a sua volta 
inibisce l'adenilicociclasi. Anche in que- 
sto caso il flusso d'informazione può es- 
sere bloccato da una tossina batterica, 
prodotta àaBordetellapertussis , l'agente 
causale della pertosse. Questa tossina 
blocca l'inibizione dell'adenilicociclasi, 
ma non si sa ancora se è questo blocco a 
provocare tutti i sintomi della malattia. 
Le tossine batteriche sono stati validi 
strumenti sperimentali per definire la 
funzione delle proteine G. Un altro 
agente efficace è la forskolina, una mo- 
lecola organica isolata dalle radici di Co- 
leus forskohlii. Gli estratti di questa 
pianta erbacea sono ancora utilizzati 
nella medicina popolare indiana come 
rimedi per vari disturbi, tra i quali le 
malattie cardiache, i disturbi respiratori, 
l'insonnia e le convulsioni. Gli studi far- 
macologici hanno permesso di stabilire 
che la forskolina attiva l'adenilicociclasi. 

Nella via del I'amp ciclico gli stadi chi- 
mici finali sono mediati da una chinasi 
A : una proteinchinasi che fosforila una 
particolare proteina quando viene atti- 
vata in modo specifico dall' AMP ciclico. 
Ogni chinasi A consta di due parti: una 
subunità catalitica e una regolatrice. A 
quest'ultima sì lega I'amp ciclico, libe- 
rando così la prima subunità, che può 
quindi fosforiiare le proteine. Nelle cel- 
lule adipose, per esempio, l'enzima lipasi 
dà inizio allo sfruttamento del contenuto 
energetico delle molecole lipidiche. Or- 
moni come l'adrenalina si legano ai re- 
cettori presenti sulla superficie cellulare; 
questi, agendo attraverso le proteine G, 
influiscono sull'adeniUcociclasi, che pro- 
duce I'amp ciclico il quale stimola una 
chinasi A che, a sua volta, attiva la lipasi 
fosforìlando l'enzima. 

Sono noti altri casi in cui I'amp ciclico 
opera attraverso la chinasi A attivan- 
do enzimi cellulari (o processi cellulari 
quale il trasporto ionico). Tuttavia, al- 
lorché si esaminano i particolari a livello 
molecolare delle fasi finali della via del- 
I'AMP ciclico in numerosi tipi di cellule, 
comincia a emergere un quadro coeren- 
te: spesso risulta che I'amp ciclico svolge 
una funzione cellulare attivando in pri- 
mo luogo un altro secondo messaggero, 
precisamente gli ioni di calcio. Vale a 
dire, una delle due vie note, nelle cellule, 
per la trasmissione dei segnali mostra di 
operare principalmente modulando l'al- 
tra via nota. Il cuore ci offre un esempio 
ormai classico: per regolare il livello del 
calcio intracellulare l'adrenalina agisce 
tramite la via dell' AMP cìclico. Così l'in- 
tensità di ogni battito cardiaco è regolata 
da un breve impulso dovuto agli ioni di 
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St rottura chimica di tre dei secondi messaggeri già identificati: c-amp (che campare anche 
nell'illustrazione di pagina 139), ne e ipj. L'amp ciclico (in alto) viene prodotto in una 
reazione che stacca due dei tre gruppi fosfato dall' ATP. oc e ip,i Un basso) si ottengono dal 
ni':: la «testa» della molecola del precursore, un fosfolipide che si trova nello strato interno 
della membrana plasmalìca, si stacca con la sua carica negativa dall'impalcatura costituita dal 
gliccrolo, che sostiene le due code idrofobe del precursore, costituite da acidi grassi. 
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calcio. Risultati analoghi (riguardanti, 
cioè, la modulazione della via del calcio 
da parte della via dell'AMp ciclico) sono 
emersi da altre cellule muscolari e da 
vari tipi di cellule secementi, ivi compre- 
se le cellule nervose. 
La prima descrizione del calcio come 



messaggero intracellulare è stata fatta 

nel 1883 dal medico e fisiologo inglese 
Sydney Ringer. Ringer scoprì che il tes- 
suto muscolare che stava esaminando 
non riusciva a contrarsi quando il terre- 
no di coltura in cui veniva mantenuto 
conteneva acqua distillata al posto del- 



l'acqua di rubinetto. Ben presto risultò 
che l'ingrediente mancante era il calcio. 
Una serie dì osservazioni dimostrò quin- 
di che il calcio regola non solo la contra- 
zione, ma anche molti altri processi cel- 
lulari: esso è, di fatto, il secondo mes- 
saggero predominante nelle cellule. 



Da dove proviene il calcio? Per certe 
cellule, come i neuroni, la fonte è ben 
nota: è il liquido extraceEIulare. I segnati 
nervosi che giungono in corrispondenza 
delle terminazioni sìnaptiche di un neu- 
rone fanno diminuire la differenza di po- 
tenziale sui due lati della membrana cel- 



lulare; la conseguente «depolarizzazio- 
ne» serve ad aprire nello spessore della 
membrana i canali per il calcio, che sono 
sensibili alla differenza di potenziale. 
Prima della depolarizzazione, la concen- 
trazione di calcio libero all'interno del 
neurone e all'ìncirca 1 x IO" 7 molare 



(un valore che corrisponde pressappoco 
a 6 x IO 14 ioni di calcio per 10 centime- 
tri cubi di citoplasma). La concentrazio- 
ne di calcio all'esterno del neurone è 
superiore di quattro ordini di grandezza. 
La depolarizzazione fa fluire questi ioni 
nel neurone e innesca la risposta cellu- 
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1 particolari delle vie per la trasmissione dei segnali sono rappresentati 
schematicamente in queste due pagine. Nella via del c-amf (in questa 
pagina) i segnali provenienti da recettori stimolatori (RJ e inibitori 
(Ri) convergono sull'enzima amplificatore ade nilico ridasi (AC), che 
trasforma I'atp in c-amp. Le proteine G, che controllano questa con- 
vergenza, sono attivate dal <;rp (reazione di avviamento) e ridimen- 
sionate quando il gtt è idrolizzato in cor (reazione di arresto). Per 



parìe sua, il c-amp si lega alla componente regolatrice (R) della propria 
protei neh ina si. liberando la componente catalitica (C), che è quindi 
libera di fosforila re proteine specifiche che regolano una risposta da 
parìe della cellula. Vengono indicati in colore gli agenti chimici che 
influiscono su un particolare stadio della sequenza. Nella tabella qui 
sopra sono elencate alcune risposte note. In molti casi (asterischi) si 
dimostra che il c-amp modula l'attività di un altro secondo messaggero, 
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il calcio, il quale a sua volta controlla la risposta. Nella via dei fosfoino- 
sitidì (in questa pagina), i segnali esterni si legano ai recettori (R), i 
quali trasmettono attraverso una proteina G (G) l'informazione ne- 
cessaria ad attivare la fosfodiesterasi (pde) del pipi. A sua volta la 
PDE scinde il PIP2 nei secondi messaggeri inositoltrifosfato (IP3) e 
diacilglicerolo (oc). L'ipj è idrosolubile e pertanto si diffonde nel 
citoplasma, dove libera il calcio da quelle caviti membranose intra- 



cellulari che costituiscono il reticolo endoplasmatico, A sua volta il 
calcio stimola una proteinchìnasì. Il dg rimane nella membrana, dove 
attiva la chinasi C utilizzando come cofattore la fosfati di ittita (ps), 
un fosfolipide di membrana. I due rami della via conducono alla 
fosforilazione di distinti insiemi di proteine. Essi possono essere atti- 
vati dagli agenti chimici indicati in colore. Le due tabelle elencano 
alcune risposte che si sanno essere mediate dalla via in questione. 
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I cicli dei ftisfuinoviridi servono a reintegrare te scorte di secondi messaggeri ottenuti da questi 
lipidi. 1 segnali esterni agiscono attraverso la fosfodiest erasi del pipi, un enzima che scinde il 
pipi nei messaggeri ih. e ipj. I due messaggeri sono quindi indirizzati lungo una sequenza di 
reazioni chimiche che li preparano a ricongiungersi, formando fosfatidilinositolo (PI) e ricosti- 
tuendo alla fine il pip?. I cidi richiedono la continua presenza di atf e di cilosintrifosfalo 1 1 1 pi. 
che sono fonti di gruppi fosfato t i',1. Tra le sostanze che chiaramente influiscono su una parte 
della via. il litio {in colore) è degno di nota; blocca la conversione dì ipi in inosilolo libero. 
necessario per la sintesi di PI. Di conseguenza, può risultare che il litio interferisca con le vie 
per la trasmissione di segnali che utilizzano ì messaggeri derivali dai fosfoinositidi. 



lare. Anche un cambiamento abbastan- 
za lieve nella concentrazione intracellu- 
lare del calcio può esercitare profondi 
cambiamenti nell'attività della cellula. 
Nelle terminazioni sinapttche dei neuro- 
ni, per esempio, il calcio induce la libe- 
razione di neurotrasmettitori. 

Tuttavia, il liquido extracellulare non 
può essere l'unica fonte di ioni di calcio. 
In primo luogo, la mancanza di calcio 
extracellulare non impedisce ali 'acetil- 
colina. che è un messaggero esterno, di 
stimolare il pancreas perché secerna un 
enzima digerente, Tarn ilasi. Inoltre, anni 
di ricerche hanno dimostrato che il calcio 
utilizzato da una cellula per la trasmis- 
sione di messaggi interni non solo entra 
in quella cellula dall'esterno, ma viene 
anche liberato da serbatoi interni. Vi so- 
no, a quanto sembra, molti esempi di 
ormoni o di neurotrasmettitori che uti- 
lizzano il calcio di origine interna per 
controllare i processi fisiologici. Il segna- 
le esterno raggiunge il calcio interno sti- 
molando l'idrolisi di una molecola lipi- 
dica della membrana plasmatici. 

Nel 1 953 Mabel N. e Lowell E. Ho- 
kin, che lavoravano al Montreal General 
Hospital, hanno osservato che la sommi- 
nistrazione di acetilcolina alle cellule se- 
cernenti del pancreas faceva aumentare 
l'incorporazione di gruppi fosfato ra- 
dioattivi (cioè gruppi PO4 contenenti fo- 
sforo 32) in fosfatidilinositolo (PI), uno 
dei costituenti fosfolipidici delle mem- 
brane cellulari. Come altri lipidi di mem- 
brana, il pi presenta una porzione idro- 
foba (due catene di acidi grassi unite al 
glicerolo) e una porzione idrofila a essa 
collegata: il «gruppo di testa», in questo 
caso ino sito (fosfato. Stimoli come l'af- 
flusso di acetilcolina lo fanno scindere in 
queste due componenti. La maggiore in- 
corporazione di fosforo 32 osservata da- 
gli Hokin è stato un evento secondario, 
dovuto alla successiva risintesi di pi. 

11 punto chiave della ricerca è stata la 
scoperta che un segnale esterno stimola 
il ricambio (cioè l'idrolisi e la risintesi) 
di un lipide di membrana. Gli Hokin 
hanno proposto che l'accresciuto ricam- 
bio avesse qualche cosa a che fare con il 
meccanismo dell 'e soci tosi, mediante il 
quale le cellule del pancreas riversano 
all'esterno gli enzimi digerenti. Studi 
successivi sono giunti a una conclusione 
più ampia: il maggiore ricambio avveni- 
va come risposta a molti stimoli, non 
necessariamente a quelli che attivano la 
secrezione. Pertanto si è consolidata 
l'impressione che il ricambio dei lipidi di 
membrana svolga un ruolo più generale 
nella vita delle cellule. 

Nel 1975 Robert Micheli dell'Univer- 
sità di Birmingham ha suggerito questo 
ruolo. Notando una stretta correlazione 
tra la capacità di un segnale esterno di 
stimolare il ricambio dei fosfoinositidi e 
la mobilizzazione del calcio all'interno 
della cellula, egli ha proposto che le va- 
riazioni nel ricambio di questi lipidi, in- 
nescate da segnali esterni, fossero re- 
sponsabili della comparsa di segnali in- 



terni attribuibili al calcio. Micheli e col- 
laboratori hanno avanzato un'ulteriore 
ipotesi: le membrane cellulari contengo- 
no tre fosfoinositidi. ma solamente uno 
di essi, quello relativamente minore, il 
fosfatidilinositol-4,5-difosfato, o PIP2, si 
modificava (in particolare veniva idro- 
lizzato) apparentemente come parte del 
meccanismo che mobilizza il calcio. 

In che modo l'idrolisi dì un particolare 
lipide di membrana agirebbe per ac- 
crescere la concentrazione intracellulare 
di calcio? È stato necessario quasi un 
decennio per poter rispondere dettaglia- 
tamente a questa domanda. Per spiegare 
come i secondi messaggeri possano ve- 
nire liberati dalla membrana cellulare 
per poi esplicare la loro azione, devo 
prendere in considerazione alcuni aspet- 
ti fondamentali della biochimica delle 
molecole che compongono le membrane 
cellulari . Ouando sono posti in un mezzo 
acquoso, i fosfolìpidi - di cui i fosfoino- 
sitidi sono esempi importanti - posti in 
un mezzo acquoso si riuniscono sponta- 
neamente in un allineamento ordinato a 
doppio strato, che costituisce la struttura 
fondamentale di una membrana biologi- 
ca. Secondo la visione tradizionale, il 
doppio strato lipidico funziona da bar- 
riera permeabile, inerte. Pertanto, i fo- 
sfolipidi sono stati spesso trascurati so- 
stenendo che essi hanno un ruolo piut- 



tosto passivo nella vita della cellula. Si è 
visto, invece, che i fosfolipidi di mem- 
brana sono indispensabili per la trasmis- 
sione di segnati intracellulari. 

II fosfatidilinositolo è un tipico fosfo- 
lipide, situato principalmente nella re- 
gione interna del doppio strato. Un fatto 
degno di nota, che lo riguarda, è che sì 
trasforma in PIP2, un insolito fosfolipide 
che ha tre gruppi fosfato invece dell'u- 
nico gruppo presente in tutti gli altri li- 
pidi di membrana. I fosfati in più, che 
derivano daO'ATP, vengono aggiunti in 
sequenza e in modo specifico alle posi- 
zioni corrispondenti al carbonio 4 e al 
carbonio 5 dell'anello a sei atomi di car- 
bonio deU'inositolo. 

Il PIP2 è il fosfoinositide che aveva at- 
tirato l'attenzione di Micheli. In risposta 
a segnali esterni si idrolizza in diacìlgli- 
cerolo e inositoltri fosfato o rPj, Due 
gruppi di ricercatori, Richard Haslam e 
Monica Davidson della Me Master Uni- 
versity nell'Ontario e Shamshads Cock- 
croft e Bastion D. Gomperts dello Uni- 
versity College di Londra, hanno trovato 
che il GTP è una parte indispensabile del- 
la sequenza. Anche in questo caso, dun- 
que, sembra che una proteina G abbini 
i recettori di superfìcie con un amplifi- 
catore (specificamente l'enzima fosfolì- 
pasì C). Alla fine il diacilglicerolo e l'iPj 
sono riciclati, il primo attraverso il ciclo 
dei lipidi, il secondo attraverso il ciclo 



degli inositolfosfati. I due cicli si fondo- 
no, ricostituendo il fosfatidilinositolo. 

Lo stadio finale nel ciclo degli inosi- 
tolfosfati è particolarmente interessan- 
te: si tratta della conversione dell'inosi- 
tolmonofosfato in inositolo libero che 
viene effettuata da parte dell'enzima 
inositoM -monofosfatasi. Lavorando al- 
la School of Medicine della Washington 
University a St. Louis, James Atlison e 
William R. Sherman hanno dimostrato 
che l'attività dell'enzima è inibita dagli 
ioni di lìtio. La somministrazione di litio 
può pertanto rallentare la velocità alla 
quale viene risintetizzato il fosfatidilino- 
sitolo, diminuendo così l'efficacia di 
qualunque meccanismo neuronale che 
dipenda dai fosfoinositidi per la trasmis- 
sione dei segnali . Forse ciò spiega l'effi- 
cacia degli ioni di litio nel controllo delle 
forme maniacodepressive. 

La mia attenzione è stata attratta per 
la prima volta verso l'iPj mentre mi- 
suravo la velocità alla quale, nella ghian- 
dola salivare di una mosca (Calliphora), 
si formano gli inositolfosfati in risposta 
all'ormone serotonina. Analizzando i 
metaboliti idrosolubili estratti da quella 
ghiandola è stata rivelata la presenza di 
almeno quattro sostanze distinte: una 
era l' inositolo libero; le altre erano gli 
inositolfosfati IPi, IP2 e IP3. Questo lavo- 
ro è stato compiuto in collaborazione 




La regolazione della crescita cellulare è presumibilmente una funzione 
delle vie dei secondi messaggeri. Il problema centrale, quindi, è spie- 
gare in che modo i segnali esterni chiamati fattori di crescita, i quali 
agiscono sui recettori della superficie cellulare {a sinistra}, possono 
impartire al meccanismo presente nel nucleo (a destra) l'ordine di 
avviare la complessa sequenza di eventi che culmina nella sintesi del 
dna, Alcuni fattoli di crescita, tra i quali il fattore di crescita derivato 
dalle piastrine (pdgp), sembrano utilizzare la via convenzionale dei 
fosfoinositidi: J'ipj mobilizza il caldo, mentre il ne attiva una pompa 
legata alla membrana, che scambia ioni di sodio con protoni, aumen- 
tando in tal modo il," H intracellulare e la concentrazione esterna degli 



ioni di sodio. Ogni variazione convoglerebbe informazioni nel nucleo. 
Altri fattori di crescita, tra i quali il fattore di crescita epidermico 
(kgp), utilizzano apparentemente una diversa via. II recettore per 
I'egf, che si estende nello spessore della membrana pragmatica, inclu- 
de una componente più interna, che fosforila le proteine (esibisce 
un'attività tirosinchinasica). Numerosi oncogeni (geni la cui funzione 
impropria è collegata al cancro) possono agire (In colore) disorganiz- 
zando le vie per il controllo della crescita. L'oncogene erb b specifica 
una proteina identica a parte del recettore per I'egf. Sembra che alcuni 
altri oncogeni influiscano sulla via dei fosfoinositidi. ] punti interroga- 
tivi indicano i passaggi per ì quali si è ancora allo stadio di congettura. 
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con Robin Irvine e Rex Dawson dell'In- 
stitute of Animai Physiology delTAgri- 
culturai Research Coundl a Babraham 
e con Peter Downes della Neurochemi- 
cal Pharmacology Unìt del Medicai Re- 
search Quinci] a Cambridge. Nel 1 964, 
Dawson, che aveva a lungo studiato l'en- 
zima che idrolizza il PlPi, conservò a bas- 
sissima temperatura una certa quantità 
de! prodotto di reazione, E'iPj. Quasi 
ve nt' anni dopo quel campione è servito 
come standard mediante il quale verifi- 
care la nostra identificazione del meta- 
bolita della ghiandola di Calliphora. 

Confrontando la velocità alla quale si 
forma TlPj con la velocità alla quale 
compaiono i sintomi fisiologici che ac- 
compagnano la secrezione di liquido da 
parte delle cellule della ghiandola sali- 
vare dell'insetto, John P. Heslop e io 
abbiamo potuto dimostrare che la som- 
ministrazione di serotonina porta alla 
produzione di ipj a una velocità suffi- 
cientemente elevata da far funzionare 
con tutta probabilità ]*ip 3 come secondo 
messaggero: questo agirebbe rendendo 
disponibile il calcio, il quale a sua volta 
provocherebbe la secrezione della sali- 
va. Nel cercare la prova diretta di una 
tale funzione, abbiamo inviato un cam- 
pione di IP3, che Irvine aveva ottenuto 
da globuli rossi, al Max Planck Institut 
di Francoforte, dove Hanspeter Streb e 
Irene Schulz hanno trovato che, sommi- 
nistrandolo a cellule estratte dal pan- 
creas di ratto, provocava un'intensa prò- 
duztone di calcio. (Quelle cellule erano 
stale rese in primo luogo permeabili in 
modo che l'rP3 somministrato dai ricer- 
catori potesse accedere al loro interno.) 

Questa prima dimostrazione di pro- 
duzione di calcio indotta dall'iPi è stata 
più volte riscontrata anche in altri tipi di 
celluIe.'Gillian Burgess e James W. Put- 
ney. Jr., del Medicai College of Virginia 
e John R. Williamson della School of 
Medicine dell'Università della Pennsyl- 
vania hanno dimostrato, per esempio, 
che l'iPj mobilizza il calcio immagazzi- 
nato, un evento collegato con l'attività 
ormonale che determina la liberazione 
del glucosio dal fegato. Inoltre, Yoram 
Qron e collaboratori dell'Università di 
Tel-Aviv hanno indicato che la corrente 
di ioni di cloro, indotta dall'acetilcolina 
in oociti, o cellule uovo, immaturi di 
Xenopus, un anfibio anuro, può essere 
raddoppiata inoculando in essj IP3. L'iPj 
è responsabile di molti dei primi eventi 
della fecondazione. Per esempio, i gra- 
nuli immagazzinati immediatamente al 
di sotto della superficie dell'uovo sono 
secreti di norma entro pochi minuti dalla 
fecondazione e formano lo spesso strato 
protettivo chiamato membrana di fecon- 
dazione. La secrezione, che dipende dal 
calcio, può essere innescata inoculando 
IP3 nelle cellule uovo. In ogni caso è di- 
mostrato che l'IPj agisce in prevalenza 
provocando la liberazione del calcia dal 
reticolo endoplasmatico, una membrana 
interna alla cellula, che forma un sistema 
di cavità in cui esso è imprigionato. Una 



volta liberato, il calcio rende possìbile 
una risposta da parte della cellula. 

La scoperta dì IP3 come secondo mes- 
saggero ha indotto a ipotizzare che esso 
svolga questa funzione anche nel musco- 
lo scheletrico, nel quale la depolarizza- 
zione delle invaginazioni delta membra- 
na muscolare, chiamate tubuli trasversa- 
li, innesca in un modo o nell'altro la li- 
berazione di calcio dal reticolo sarcopla- 
smatico, una struttura che è paragona- 
bile al reticolo endoplasmatico delle cel- 
lule non muscolari. II calcio dà quindi il 
via alla contrazione muscolare. Roger Y. 
Tsien e Julio Vergara dell'Università 
della California a Berkeley e Pompeo 
Volpe e collaboratori dell'Università di 
Padova hanno trovato che la sommini- 
strazione dì IPa fa contrarre le fibre mu- 
scolari isolate. È probabile, quindi, che 
nel muscolo IP3 funzioni da legame tra 
la depolarizzazione e il calcio. La con- 
ferma di questa ipotesi sarebbe il coro- 
namento di tutte le teorie formulate a 
proposito dell'attività dell'lPs. In effetti, 
il problema di come i segnali trasmessi 
dal calcio siano generati nel muscolo 
scheletrico ha fatto scervellare i fisiologi 
per decenni. 

Un ulteriore motivo per il quale il 
meccanismo dì trasduzione dei fo- 
sfoinositidi sta suscitando notevole inte- 
resse è che la via lungo la quale si pro- 
paga il segnale si biforca. Un prodotto 
dell'idrolisi del fosfoinositide PIP3 è l'iPs 
la cui attività è già stata descritta. L'altro 
prodotto, il diacilgltcerolo, rimane nella 
membrana, anche se chiaramente fun- 
ziona, come l'iPs, da secondo messagge- 
ro. Yasutomi Nishizuka e collaboratori, 
dell'Università di Kyoto, propongono 
che esso attivi una proteinchinasi di 
membrana, la chinasi C. 

Il contributo di ogni ramo della bifor- 
cazione nella via dei fosfoinositidi può 
essere stabilito per mezzo di agenti chi- 
mici che imitano l'azione di un secondo 
messaggero particolare e pertanto sti- 
molano solo uno dei due rami della via. 
Gli esteri del forbolo (sostanze che si 
trovano nell'olio ottenuto dai semi di 
una piccola pianta arborea del Sudest 
asiatico, Crown tiglium) imitano l'azio- 
ne del diacilglicerolo agendo diretta- 
mente sulla chinasi C. (Gli esteri del for- 
bolo provocano infiammazione cutanea 
e sono potenti agenti tumorigeni quando 
sono somministrati agli animali di labo- 
ratorio in combinazione con una sostan- 
za cancerogena.) D'altra parte gli iono- 
fori del calcio (molecole che schermano 
la carica elettrica di uno ione di calcio 
facendo in modo che attraversi comun- 
que la membrana cellulare) imitano l'a- 
zione dell'ut, introducendo nella cellula 
calcio libero. Sì è potuto stabilire, me- 
diante studi, che i due rami della bifor- 
cazione sono sinergici: per esempio, nel- 
le piastrine, Nishizuka ha trovato che la 
combinazione dì un estere del forbolo 
con uno ionoforo del calcio induce una 
secrezione massima di serotonina a dosi 



che non hanno alcun effetto quando le 
due sostanze vengono somministrate in- 
divjduatmente. 

L'importanza, nel suo complesso, del- 
la via a due rami lungo la quale si pro- 
paga il segnale è innegabile: moltissimi 
processi cellulari possono essere attivati 
sperimentalmente dalla somministrazio- 
ne combinata di un estere del forbolo e 
di uno ionoforo del calcio. Forse il risul- 
tato più interessante è la possibilità di 
promuovere la sintesi del DNA: si tratta 
di un risultato notevole perche suggeri- 
sce che le vie lungo le quali si propagano 
i segnali responsabili di attività cellulari 
dì routine, come la secrezione e la con- 
trazione, possono anche regolare la cre- 
scita della cellula. L'azione degli esteri 
del forbolo come agenti promotori di 
crescita tumorale si basa probabilmente, 
tanto per fare un esempio, sulla capacità 
di amplificare il ramo di acilgl ice ro lo/chi- 
nasi C della via dei fosfoinositidi. In ef- 
fetti, si può ipotizzare che alcune altera- 
zioni a carico delle vie per la trasmissio- 
ne di segnali intracellulari possano rap- 
presentare una causa della proliferazio- 
ne cancerosa, in cui è sconvolta la nor- 
male regolazione della crescita cellulare. 

Le cellule crescono passando attraver- 
so tutti gli stadi del ciclo cellulare. In una 
fase iniziale aumentano di dimensioni. Si 
tratta della prima fase dì crescita. Gì. In 
seguito, si duplicano tutti i cromosomi 
(nella cosiddetta fase S di sintesi del 
dna) e si preparano alla divisione cellu- 
lare (durante la seconda fase di crescita 
G:). Infine, si dividono (nella fase mito- 
tica M). Immediatamente dopo la divi- 
sione cellulare si ha la prima biforcazio- 
ne. Ogni cellula titilla che deriva dalla 
divisione può rientrare nel ciclo cellulare 
e pertanto può dividersi di nuovo. In 
alternativa, una cellula figlia può acce- 
dere alla fase Qo, durante la quale si 
differenzia, divenendo capace di esegui- 
re qualche funzione specializzata in uno 
dei tessuti corporei. Per certi tipi di cel- 
lule, come i neuroni, il differenziamento 
pone termine alla divisione; per altri tipi. 
la cellula ha la scelta dì ritornare al ciclo 
cellulare per generare altra progenie. In 
quest'ultimo caso, il ritomo al ciclo cel- 
lulare è determinato dall'intervento di 
fattori di crescita, sostanze prodotte da 
un gruppo di cellule e in grado di stimo- 
lare la crescita di altre cellule. 

Conosciamo ancora assai poco le mo- 
dalità d'azione dei fattori dì crescita. 
È chiaro, tuttavia, che essi devono favo- 
rire l'invio di segnati dalla superficie cel- 
lulare (dove i fattori si legano ai recetto- 
ri, svolgendo così la loro azione) al nu- 
cleo (dove si duplica il dna). Conside- 
rerò due vie. Una di esse non è ancora 
ben compresa: usata da fattori di crescita 
come l'insulina e il fattore di crescita 
epidermico (EGF), sembra basarsi su re- 
cettori che attivano la tirosinchinasi. Po- 
trebbe trattarsi di una successione di rea- 
zioni in cascata fondata sulla fosforila- 
zione di una serie di proteine. 
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L'altra via per la trasmissione di se- 
gnali, utilizzata da fattori come il fattore 
dì crescita derivato dalle piastrine del 
sangue (PDGF), sembra essere identica a 
quella utilizzata da ormoni e neurotra- 
smettitori. Il PDOFche giunge alla super- 
fide di una cellula stimola l'idrolisi del 
PIP2 nei secondi messaggeri IP3 e diacil- 
glicerolo, i quali possono quindi parteci- 
pare agli eventi che costituiscono la fase 
di crescita G 1 e preparano la cellula alla 
sintesi del dna. In particolare, sembra 
che l'IP} mobilizzi il calcio intracellulare. 
mentre il diaci Iglicero lo attiva la china- 
si C. la quale a sua volta innesca un mec- 
canismo di scambio ionico, legato alla 
membrana, che libera protoni (ioni di 
idrogeno) dalla cellula, innalzando cosi 
il pH intracellulare. Si pensa che l'atti- 
vazione del calcio e l'innalzamento del 
pH contribuiscano insieme alla sintesi di 
RNA e di proteine, che prepara la cellula 
alla sintesi del dna. 

Poiché ogni via per la trasmissione di 
un segnate consiste di una sequenza di 
reazioni controllate da proteine specifi- 
che (recettori ed enzimi), il materiale 
genetico della cellula deve includere i 
geni responsabili della sintesi delle pro- 
teine che quella via richiede. Pertanto, 
qualsiasi aberrazione nel funzionamento 
di questi geni dovrebbe condurre ad 
anomalie della crescita cellulare, e, pre- 
sumibilmente, alla crescita incontrollata 
e alle trasformazioni strutturali che sono 
tipiche del cancro. Sono stati, in effetti, 
identificati circa 25 geni importanti, geni 
la cui funzione impropria è stata corre- 
lata all'incidenza del cancro. Questi geni 
sono chiamati collettivamente oncogeni. 
L'esatta funzione che ciascuno di essi 
normalmente svolge era ancora del tutto 
oscura fino a non molto tempo fa. Oggi 
è evidente che alcuni oncogeni codifica- 
no per la struttura di vari componenti 
delle vie di trasmissione di segnali, che 
controllano la crescita cellulare. 

T 1 primo legame tra un oncogene e un 
* componente di una via per la trasmis- 
sione di un segnale intracellulare è stato 
stabilito simultaneamente da due grup- 
pi, uno sotto la guida di Russell F. Doo- 
litfle dell'Università della California a 
San Diego, l'altro diretto da Michael 
Waterfield degli Imperiai Cancer Re- 
search Fund Laboratories di Londra. 1 
due gruppi hanno trovato che l'oncoge- 
ne sis controlla la sintesi del fattore di 
crescita derivato dalle piastrine (PDGF). 
Scoperte di analoga importanza si sono 
avute in seguito in altri laboratori. Si è 
dimostrato che il gene erb b codifica per 
la struttura di una proteina quasi identi- 
ca al recettore per il fattore di crescita 
epidermico. Questo recettore presenta 
tre parti principali: una parte esterna, 
situata sulla superficie della cellula e 
comprendente il dominio che lega il fat- 
tore di crescita epidermico; una parte 
intermedia la quale comprende l'intera 
membrana cellulare e. infine, una parte 
interna rivolta verso il citoplasma, che 



esprime l'attività proteinfosforilasica di 
una tirosinchinasi. n prodotto del gene 
erb b è una versione tronca del recettore, 
una versione che manca della parte 
esterna della proteina. Presumibilmente 
questa versione promuove la trasmissio- 
ne di segnali all'interno della cellula, an- 
che in assenza di egf. 

Anche l'oncogene ras si inserisce bene 
in questo schema. È nota la sua attività 
in molti tipi di cellule neoplastiche. La 
sua funzione non è ancora conosciuta, 
ma il prodotto che ne deriva ha caratte- 
ristiche di una proteina G: è un costitu- 
ente della membrana cellulare e si lega 
al GTP, idrolizzandolo. Può intervenire 
tra i recettori per i fattori di crescita e 
amplificatori di segnali come la fosfodie- 
sterasi. un enzima che scinde il pip 2 nei 
secondi messaggeri IPs e diacilglicerolo. 
Sembra che due oncogeni, sre e ros, ab- 
biano una parte nella conversione del 
fosfati dilinositolo in PIP:. Cioè sembra 
che regolino gli enzimi che riforniscono 
il precursore dei fosfoinositidi secondi 
messaggeri. Due altri oncogeni, myc e 
fos. agiscono chiaramente all'altra estre- 
mità della cascata di reazioni lungo la 
quale avviene la trasmissione del segnale 
intracellulare. Alla Harvard Medicai 
School, Philip Ledere collaboratori han- 
no trovato che la quantità di RNA mes- 
saggero trascritto dall'oncogene myc au- 
mentava notevolmente entro un'ora dal 
trattamento dei fibroblasti (cellule con- 
nettivali immature) con Pdgf. rna mes- 
saggeri trascritti dal gene fos compaiono 
ancora prima. 1 geni myc e fos codificano 
per la struttura di proteine che sì trovano 
nel nucleo e possono cosi mostrare di 
prendere parte alla sequenza di eventi 
che promuove la sintesi del dna. 

Sì comincia cosi a vedere che una rete 
integrata di prodotti oncogenicì è re- 
sponsabile della trasmissione dell'infor- 
mazione dalla membrana cellulare al nu- 
cleo. Alcuni oncogeni (sis) specificano i 
fattori di crescita, che funzionano indu- 
cendo altri oncogeni {myc e fos) a pro- 
durre sostanze attive all'interno del nu- 
cleo. Alterazioni in queste sequenze 
portano a una crescita cellulare incon- 
trollata e al cancro. 

A b biamo per ora trascurato un altro 
-**■ candidato alla funzione di secondo 
messaggero. Si tratta del gmp ciclico, che 
differisce strutturalmente dall'AMP cicli- 
co in quanto la guanosina prende il posto 
dell'adenosina. Il gmp ciclico ha tutte le 
caratteristiche per essere un secondo 
messaggero, tuttavia il suo ruolo preciso 
nella cellula non è ancora ben compreso. 
In primo luogo, la guanilicociclasi, l'en- 
zima che ricava il gmp dal gtp, non è in 
genere connessa con un recettore. Cio- 
nondimeno, la formazione del gmp cicli- 
co spesso avviene in concomitanza con 
l'attivazione della via dei fosfoinositidi. 
Chiaramente qualche molecola prodotta 
dall'idrolisi dei fosfoinositidi è la causa 
della formazione del gmp ciclico. Gli ul- 
timi stadi della via dì trasmissione del 
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segnale sono altrettanto sconosciuti, Si 
sa che il gmp attiva una protei nchinasi 
(in particolare la chinasi G), che a sua 
volta fosforila certe proteine, le cui fun- 
zioni sono tuttavia ignote. 

11 gmp ciclico ha inoltre effetti sor- 
prendenti, che sono stati dimostrati so- 
prattutto nel sistema nervoso. Per esem- 
pio, James W. Truman dell'Università di 
Washington ha scoperto che esso svolge 
un ruolo nel controllo di un complesso 
schema di comportamento degli insetti. 
Alla fine della metamorfosi, le farfalle 
emergono dal bozzolo grazie a un insie- 
me attentamente orchestrato di contor-, 
cimenti e dimenamenti, indotti da un or- 
mone prodotto dal protocerebro, l'ecdi- 
sone od ormone della muta. Questo 
schema comportamentale preprogram- 
mato è innescato da un aumento del li- 
vello del gmp ciclico, che ha luogo quan- 
do l'ecdisone fa sentire il suo effetto sul 
sistema nervoso. 

Un altro tessuto dove il gmp ciclico 
sembra avere una chiara funzione è la 
retina. Più specificatamente, questa fun- 
zione sta emergendo nei fotorecettori 
dei vertebrati, noti come bastoncelli. Un 
bastoncello è un trasduttore sensoriale 
posto tra gli stimoli percepiti dall'appa- 
rato visivo e il cervello. Si tratta di una 
cellula allungata che, a una estremità, 
riceve i fotoni o quanti di luce, mentre 
all'altra lìbera un neurotrasmettitore, in- 
viando in questo modo segnali ai neuro- 
ni. Sono rilevanti due peculiarità della 
sequenza: in primo luogo, la quantità di 
trasmettitore liberato dalla cellula è 
massima in assenza di luce, il che sugge- 
risce che, in risposta a segnali esterni (in 
questo caso fotoni), il messaggero inter- 
no deve diminuire la propria attività; in 
secondo luogo, nei bastoncelli, il recet- 
tore è la rodopsina, una molecola pre- 
sente in una elaborata pila di dischi 
membranosi all'interno della cellula. La 
liberazione del neurotrasmettitore è re- 
golata, peraltro, da mutamenti nella per- 
meabilità della membrana plasmatica 
agli ioni di sodio. Questo fatto definisce 
il problema centrale della fototrasduzio- 
ne: qual è l'identità del secondo messag- 
gero che porta l'informazione dai dischi 
interni alla membrana plasmatica? 

A proposito di questa identità, per un 
certo tempo si sono avuti due campi op- 
posti di ricercatori che sostenevano pun- 
ti di vista diversi. Gli uni si battevano per 
il calcio, gli altri per il GMP ciclico. La 
risposta probabilmente sta nel mezzo: 
ambedue possono fare da secondi mes- 
saggeri. Mi concentrerò qui sul GMP ci- 
clico. Secondo l'ipotesi corrente, i canali 
per il sodio, nella membrana plasmatica 
dei bastoncelli, sono tenuti aperti al buio 
da un elevato livello intracellulare di 
gmp cìclico. Un aspetto sorprendente di 
tale ipotesi è stato riferito da Evgenii 
Fesenko e collaboratori dell'Istituto di 
fisica biologica di Mosca. Sembra che il 
gmp ciclico apra direttamente i canali 
senza attivare una proteinchinasi. Quan- 
do i fotoni arrivano, vengono assorbiti 



dalla rodopsina che, come risposta, in- 
duce una molecola chiamata transducina 
(un altro membro della famiglia delle 
proteine G) a legarsi al GTP e ad attivare 
l'enzima fosfodiesterasi del gmp ciclico. 
Il risultato è la caduta precipitosa di li- 
vello di gmp ciclico e la chiusura dei ca- 
nali per il sodio. Va rilevato, tuttavia, 
che nei fotorecettori di Limulus, un ade- 
lobranchiato, l'effetto della luce può ve- 
nire duplicato dalla inoculazione di IPj, 
ma non di gmp ciclico. Forse nella tra- 
sduzione di un segnale visivo il secondo 
messaggero varia da specie a specie. 

Ora che Ferid Murad della School of 
Medicine della Stanford University ha 
dimostrato che il fattore natriuretico 
a tri al e, secreto dall'atrio del cuore, sem- 
bra far rilassare la muscolatura liscia che 
circonda i vasi sanguigni (contribuendo 
così alla regolazione della pressione san- 
guigna) mediante l'incremento del livel- 
lo di GMP ciclico, è probabile che l'inte- 
resse per questo prodotto aumenti. Co- 
me I'amp ciclico, il GMP ciclico può svol- 
gere la propria attività regolando l'atti- 
vità del calcio. 

Sono state identificate le vie per la tra- 
smissione dei segnali portati dai se- 
condi messaggeri? La risposta è quasi 
certamente no. Vi sono segnali esterni 
che inducono profondi effetti nelle cel- 



lule mediante una via che rimane total- 
mente oscura. Un esempio interessante 
è offerto dalla maturazione degli oociti 
della stella di mare: l'applicazione di 
1-metiladenina (l'ormone di maturazio- 
ne secreto dalle cellule follicolari circo- 
stanti) sulla superfìcie dell'oocito fa dis- 
solvere il nucleo e fa riavviare la meiosi, 
il processo di divisione cellulare median- 
te il quale le cellule sessuali, per esempio 
gli oociti, aumentano di numero. Rima- 
ne misterioso il modo in cui una sostanza 
semplice come la 1 -metiladenina, agen- 
do sulla superficie cellulare, può far 
scomparire il nucleo. Un altro esempio 
è offerto dall'insulina. La via mediante 
la quale regola nelle cellule muscolari ed 
epatiche la sintesi dei lipidi e del glico- 
geno rimane tuttora sconosciuta. Joseph 
Lamer e collaboratori della School of 
Medicine dell'Università della Virginia 
hanno proposto che l'insulina agisca at- 
traverso un peptide (corta catena di am- 
minoacidi), ma le prove a proposito sono 
lungi dall'essere complete. Tutto quello 
che sembra essere certo è che il recettore 
per l'insulina, come il recettore per il 
fattore di crescita epidermico, funge da 
tirosinchinasi. Alcune delle vie per la 
trasmissione dei segnali all'interno delle 
cellule sono ormai state definitivamente 
delineate, ma sembra evidente che ne 
restano ancora parecchie da definire. 
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(RI) CREAZIONI 
AL CALCOLATORE 



di A. K. Dewdney 



1 ricci sconcertanti di Bill, la cornucopia di Coffin 
e l'enigma di Engel 



Scrivere un programma che aiuti a 
progettare un rompicapo non è 
meno difficile o interessante che 
scrivere un programma per risolverne 
uno. Bill Cutler di Wausau. Wisconsin, e 
Stewart T. Coffin di Lincoln, Massachu- 
setts, sarebbero d'accordo. Con l'ausilio 
di un calcolatore, Cutter ha progettato 
un rompicapo tridimensionale formato 
da sei pezzi, a cui ha dato il nome di 
«sconcertante riccio di Bill». Un rompi- 
capo riccio, con i suoi numerosi pezzi 
sporgenti e le loro interconnessioni, è un 
po' come un guscio viscoso: può rimane- 
re appiccicato per giorni a chi cerca di 
risolverlo. Il riccio di Bill è formato da 
sei pezzi disposti a coppie lungo le tre 
direzioni ortogonali (si veda l'illustra- 
zione della pagina a fronte) ed è un 
doppio rompicapo in quanto è difficile 
sia smontarlo sia rimontarlo. Usando 
due programmi di calcolatore per valu- 
tare la potenziale complessità di solu- 
zione di ogni combinazione di pezzi, 
Cutler è arrivato a quello che potrebbe 
essere il più difficile fra i passibili ricci a 
sei pezzi. 

Coffin e il suo calcolatore hanno pro- 
gettato un rompicapo bidimensionale di 
esomini, pezzi piatti formati da sei qua- 
drati attaccati insieme in varie forme. 
Se le forme sono scelte in modo inge- 
gnoso, comporre gli esomini in un 
grande quadrato può risultare diffìcile e 
frustrante. Il programma di Coffin cer- 
ca le possibili combinazioni di esomini 
che portino a rompicapo particolarmen- 
te complessi e ne ha trovato un numero 
tale che Coffin è pronto a inviare a ogni 
lettore che lo richieda un suo rompica- 
po di esomini personale e unico. Si trat- 
ta, dice Coffin. di una vera cornucopia, 
lo ho ricevuto il rompicapo che si può 
vedere a pagina 178. 

Il terzo rompicapo di cui parlerò è 
stato inventato interamente da un essere 
umano, Douglas A. Engel di Engle- 
wood, Colorado. Ecco la sfida, per tutti 
quelli che amano le avventure algoritmi- 
che. Il rompicapo di Engel ha l'aspetto 
innocuo di un mosaico di pezzi di plasti- 
ca colorati circoscritti da due cerchi (si 
veda l'illustrazione di pagina 180). I pez- 
zi sono chiamati sassi e ossi. Ruotando 



prima un cerchio e poi l'altro, i sassi e gli 
ossi si mescolano in modo pauroso e ri- 
portarli nella posizione iniziale sembra 
tanto difficile quanto riportare le sei fac- 
ce di un cubo di Rubik nell'originaria 
situazione monocromatica. 

Come vedremo, il rompicapo di Engel 
è sostanzialmente a una dimensione, 
quello di Coffin è ovviamente bidimen- 
sionale e quello di Cutler è pienamente 
tridimensionale. Noi partiremo dalle tre 
dimensioni per scendere a una. 

C'è qualcuno, tra i lettori di questa 
rubrica, che non abbia mai preso in 
mano un rompicapo a riccio? A volte 
sono chiamati rompicapo cinesi, anche 
se quasi certamente sono nati in Occi- 
dente. I ricci possono essere formati da 
numerosi pezzi e presentarsi sotto forme 
diversissime. Il tipo più comune ha sei 
pezzi, blocchi oblunghi intagliati che, 
quando assemblati, sono disposti in tre 
coppie. Una coppia è formata da due 
blocchi adiacenti che sembrano immer- 
gersi nel centro del rompicapo e riemer- 
gere intatti dall'altra parte. Eppure il 
centro del riccio non può essere occupa- 
to dalle tre coppie simultaneamente. Il 
paradosso è risolto dagli intagli, che 
rendono possibile anche smontare e 
rimontare il rompicapo. Chiaramente, 
l'arte di progettare un riccio a sei pezzi 
sta nel determinare il modo in cui i pezzi 
sono intagliati. 

Cutler progetta i suoi ricci in tre fasi. 
Nella prima fase sceglie i sei pezzi da 
usare. Poi si assicura che gli intagli siano 
mutuamente compatibili, stabilendo se 
esista una disposizione in cui tutti i pezzi 
aderiscono comodamente nel volume 
centrale del rompicapo. Infine controlla 
lo smontaggio: si può smontare il rompi- 
capo e, se così è, lo si può fare facilmen- 
te? Cutler si affida a programmi di calco- 
latore nelle ultime due fasi del progetto. 

Ogni pezzo di un rompicapo a riccio 
iniaia la sua vita come un blocco di legno 
con particolari proporzioni. Nello scon- 
certante riccio di Bill, ogni pezzo misura 
(in unità arbitrarie) 2 x 2 x 6. Ci sono 
12 posizioni potenziali per gli intagli nel 
blocco (si veda l'illustrazione della pagi- 
na a fronte). Se si immagina che il 
blocco sia formato da 24 cubi unità, ci 



sarebbero quattro cubi a ogni estremità 
del blocco e 16 cubi nel mezzo. Su un 
lato del blocco sono disposti otto cubi 
centrali in due file di quattro cubi cia- 
scuna. Questi cubi sono numerati da 1 a 
8. Sul lato opposto del blocco altri quat- 
tro cubi sono numerati da 9 a 12. Il 
blocco diventa potenzialmente un pezzo 
per il riccio quando si toglie un certo 
sottinsieme dei 12 cubi. Dei 4096 modi 
per togliere questi sottinsìemi, Cutler 
calcola che solo 396 diano luogo a com- 
ponenti utili per un rompicapo. 

La lunga espe rìenza con i rompicapo a 
riccio consente a Cutler di scegliere sei 
pezzi promettenti. Ma come si fa a stabi- 
lire, senza l'accurata costruzione di un 
vero modellino in legno, se i sei pezzi si 
adattano l'uno all'altro? Cutler ben pre- 
sto ha pensato di utilizzare un calcolato- 
re per assolvere questa fase del processo 
di progettazione. Nel 1973 ha scritto il 
suo primo programma di configurazio- 
ne. Il programma rappresenta lo spazio 
che deve essere occupato dal rompicapo 
come una matrice tridimensionale 8x8 
x 8. Ogni ingresso della matrice rappre- 
senta un cubo unità in questo spazio, 
numerato con il numero del pezzo che lo 
occuperà. Per esempio, i cubi numerati 
con un 3, se tolti intatti da questo luogo 
concettuale, produrrebbero collettiva- 
mente la forma del pezzo numero 3. Non 
è difficile rendersi conto del fatto che 
ogni pezzo, a seconda di quanto sia inta- 
gliato, occuperà da 14 a 24 cubi all'in- 
terno della matrice. 

Il programma di configurazione passa 
in rassegna sei liste che descrìvono i sei 
pezzi secondo le coordinate dei cubi che 
li compongono. Le coordinate sono poi 
sottoposte a una serie di manipolazioni 
aritmetiche consistenti in traslazioni, 
rotazioni e riflessioni del pezzo nella 
matrice. Naturalmente, la procedura è 
metodica e richiede molti cicli. 

Il primo pezzo (numero 1) è posto in 
una posizione fissa della matrice tridi- 
mensionale etichettando con un 1 un in- 
sieme dei cubi di questa. I cubi riprodu- 
cono esattamente la forma del pezzo. Il 
programma prova poi a mettere il primo 
dei pezzi restanti in una posizione che 
interseca il pezzo fisso. Si provano tutti gli 
orientamenti possibili del secondo pezzo, 
un compito che richiede due cicli. Con 
altri due cicli il programma è in grado di 
verificare se il terzo pezzo si adatta in una 
posizione che interseca i primi due. Di 
nuovo si provano tutti gli orientamenti. 
Per sistemare i restanti tre pezzi, il pro- 
gramma ha altri sei cicli. La maggior par- 
te dei programmatori parlerebbe di un 
grado elevato di annidamento di cicli. 
Ogni volta che si prova un nuovo pezzo in 
posizione e orientazione nuove, il pro- 
gramma controlla ciascuno dei 512 
cubi della matrice per vedere se ce ne 
sono due con la medesima numerazione. 
Se si verifica questo caso, la combina- 
zione deve essere scartata dal momento 
che due dei pezzi cercano di occupare lo 
stesso spazio: la configurazione è illeci- 
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ta (nel senso matematico del termine). 

L'insieme di tutte le possibili configu- 
razioni dei sei pezzi può essere rappre- 
sentato come un albero. La radice del- 
l'albero è il pezzo numero 1 nella posi- 
zione fissa. Questa è una configurazione 
lecita. L'aggiunta di un nuovo pezzo in 
un nuovo orientamento a ogni successi- 
va configurazione lecita determina o un 
nuovo ramo nell'albero delle possibilità 
o un vicolo cieco. 

Giunto alle estremità dell'albero, il 
programma può produrre un gran nu- 
mero di configurazioni lecite fatte di sei 
pezzi ben assemblati in un rompicapo a 
riccio. Alcune di queste, però, sono ir- 
rimediabilmente bloccate; per quanto 
uno spinga, tiri o storca i pezzi, questi 
non potranno separarsi. In realtà, questi 
oggetti non si sarebbero nemmeno potu- 
ti costruire: esistono solo nell'immagi- 
nazione del programma di configurazio- 
ne. Come fa Cutler a sapere quando una 
configurazione lecita di sei pezzi può 
essere smontata? Affidandosi a un se- 
condo programma, il programma di 
smontaggio. 

Il programma di smontaggio analizza 
la stessa matrice 8x8x8 utilizzata per 
identificare le configurazioni lecite, ma 
cerca di spostare ogni pezzo di una o più 
unità in una qualsiasi delle tre direzioni 
ortogonali. Cercherà di far scivolare il 
pezzo fuori del rompicapo o di spostarlo 
di lato. Anche in questo caso un albero 
rappresenta le possibilità. La radice è il 
rompicapo intatto. Per ogni stato di 
smontaggio a cui arriva, il programma 
ricerca sistematicamente e scopre le 
possibili mosse di ogni pezzo. Come gli 
essere umani sanno da lungo tempo, una 
volta tolti interamente uno o due pezzi 
quelli che restano vengono via abba- 
stanza rapidamente. 

Per quanto riguarda Cutler, quindi, 
un buon progetto di un riccio di sei pezzi 
richiede che il primo pezzo sia difficilis- 
simo da togliere. Nello sconcertante lic- 
cio di Bill sono necessarie ben cinque 
mosse diverse per levare il primo pezzo! 

Nella progettazione dello sconcertan- 
te riccio di Bill, il suo capolavoro, Cutler 
ha provato e scartato nove insiemi di 
pezzi. Il decimo insieme è stato scelto 
con intuizione particolarmente diaboli- 
ca (si veda l'illustrazione a destra). Il 
programma di configurazione ha trovato 
una e una sola disposizione lecita per 
questi pezzi e il programma di smontag- 
gio ha scoperto che il rompicapo poteva 
essere smontato in un solo modo; uno 
solo dei pezzi poteva essere tolto, e solo 
dopo quattro mosse apparentemente 
inutili. 

Il programma di smontaggio è anche 
un solutore di rompicapo. Prima, natu- 
ralmente, gli deve essere fornita un'ac- 
curata descrizione dei pezzi di un rompi- 
capo a riccio ed essi devono essere già 
inseriti nella matrice 8x8x8 del pro- 
gramma. L'uscita del programma è una 
successione di mosse che un essere uma- 
no può replicare. 



Supponiamo, invece, che al pro- 
gramma non sia detto nulla dei pezzi del 
riccio. Non ci sarebbe altro da fare che 
manipolare un modello fisico del rompi- 
capo. È divertente immaginare che il 
programma sia adattato in modo da 
comandare i bracci di un robot: lo si 



MONTATO 



potrebbe allora vedere mentre, nel cor- 
so di molti giorni, esplora l'immenso 
albero delle mosse possibili. 

I lettori che volessero farsi catturare 
dallo sconcertante riccio di Bill o da 
qualche altra creazione della sua inven- 
tiva sono invitati a scrivergli: Bill Cutler 
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Lo sconcertante riccio di Bill 
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Puzzles. 1020 Augusta A verme, Wau- 
sau, Wisconsin 54401. 

Come Cutler. Coffin ha inventato 
per anni ricci e altri rompicapo tridi- 
mensionali. Uno dei suoi irionfi più 
recenti è bidimensionale: il lettore è 
invitato a mettere insieme 10 esomini 
in un quadrato piano in modo che non 
ce ne siano due che si sovrappongono 
(si veda l'illustrazione qui sotto). Ogni 
esomino è formato da sei quadrati di 
legno attaccati insieme lungo uno o più 
lati. Trovare un rompicapo di esomini 
complesso è già notevole: eppure Cof- 
fin. con l'aiuto del calcolatore, è in 
grado di produrre un'enorme quantità 
di rompicapo del genere, ognuno di- 
verso dagli altri e con un grado noto di 
difficoltà. Un rompicapo così può an- 
che essere lasciato per caso su un tavo- 
lo durante un ricevimento: il proprieta- 
rio può star sicuro che nessun ospite 
riuscirà a risolverlo rapidamente (e 
pretendere poi di non averlo mai visto 
prima), dato che il rompicapo sarà 
completamente nuovo per tutti. 

1 criteri adottati da Coffin per stabilire 
la difficoltà di questi rompicapo inclu- 
dono sia la forma dei pezzi stessi sia il 
numero di possibili soluzioni. Nel pro- 
getto cornucopia, Coffin usa soltanto 
pezzi esomini. Per aumentare la difficol- 
tà, usa solo esomini che siano asimme- 
trici e che non contengano quadrati 2 x 
2.11 conto finale degli esomini utilizzabi- 



li arriva esattamente a 17. La colloca- 
zione corretta di 10 esomini del genere 
in un quadrato 8x8 lascerà quattro 
spazi scoperti. Sono accettabili solo so- 
luzioni in cui i vuoti siano disposti sim- 
metricamente. Nel modello inviatomi da 
Coffin ci sono almeno due soluzioni: una 
in cui i quattro quadrati occupano il cen- 
tro e una in cui occupano gli angoli. 

Di recente, Coffin ha ottenuto l'aiuto 
di Michael D. Beeler, l'infaticabile pro- 
grammatore già ricordato in questa ru- 
brica (si veda il fascicolo di luglio 1 985 di 
«Le Scienze») come uno dei primi che si 
siano occupati del gioco Vita. Beeler ha 
scritto un programma basato sulla forza 
bruta che cerca di sistemare ogni sottin- 
sieme di 10 pezzi in una tavola quadrata. 
Il programma genera automaticamente 
tutte le soluzioni. Se non ce ne sono 
troppe, le produce contemporaneamen- 
te all'insieme di 1 esomini. L'uscita del 
programma è disponibile per i lettori che 
siano interessati. 

Come i programmi di Cutler che pro- 
gettano rìcci, il programma per esomini 
di Burr esplora un albero. Inizia esami- 
nando un particolare sottinsieme di 
esomini generato dal suo ciclo principa- 
le. In sostanza, il programma esamina il 
rompicapo linea per linea. Questo ri- 
chiede un altro ciclo all'interno del ciclo 
principale. Per ogni quadrato vuoto che 
incontra, il programma sceglie un eso- 
mino ancora inutilizzato (un altro ciclo) 



e cerca di sistemarlo sulla tavola in tutti i 
possibili orientamenti (un quarto ciclo). 
Ogni volta che trova una sistemazione 
per un pezzo, viene generato un nuovo 
ramo nell'albero delle soluzioni possibi- 
li; il programma si trasferisce al succes- 
sivo quadrato vuoto e comincia a prova- 
re il pezzo successivo. 

Senza qualche ammirevole scorcia- 
toia algoritmica, il programma per la 
generazione di soluzioni potrebbe non 
essere in grado di trovare tutte le possi- 
bili risposte in un lasso di tempo ragio- 
nevole. Uno di questi stratagemmi con- 
siste nel sottoporre ogni sottinsieme a 
una specie di controllo di parità prima 
ancora che il programma entri nel se- 
condo ciclo. Esaminando un giorno i 17 
esomini, Beeler aveva notato che, pen- 
sandoli come pezzi staccati da una scac- 
chiera, 1 1 esomini avrebbero avuto tre 
quadrati bianchi e tre neri. I rimanenti 
sei esomini avrebbero avuto quattro 
quadrati di un colore e due dell'altro. 
Una soluzione con un qualsiasi sottin- 
sieme di 10 esomini, d'altra parte, 
avrebbe avuto lo stesso numero di qua- 
drati bianchi e di quadrati neri, per la 
precisione 30. Beeler concluse che nelle 
soluzioni poteva comparire solo un 
numero pari dei sei esomini «fuori pari- 
tà». Qualsiasi sottinsieme che non ob- 
bedisse a questa semplice regola avreb- 
be potuto essere respinto come irrisolvi- 
bile. Cosi il numero potenziale delle ite- 




razioni pnncipali del programma si ab- 
bassava da 19 448 a 9746. 

Il numero di soluzioni che il pro- 
gramma di Beeler trova per un dato sot- 
tinsieme di esomini determina il grado di 
difficoltà. I gradi specificati da Beeler 
vanno da difficile (parecchie soluzioni) a 
difficilissimo (una sola soluzione). Cof- 
fin ha attrezzato il suo laboratorio. I suoi 
sforzi per costruire rompicapo sono de- 
scritti in Puzzle Craft, disponibile presso 
l'autore. I lettori interessati ad acquista- 
re un rompicapo, il libro o entrambi pos- 
sono scrivere a Coffin: 79 Old Sudbury 
Road, Lincoln. Massachusetts 01773. 

Va notata una grossa differenza tra i 
rompicapo di Cutler e quelli di Coffin: è 
difficile smontare un riccio di sei pezzi 
mentre non è affatto difficile smontare 
un rompicapo della cornucopia di Coffin 
- basta sollevare i pezzi dalla tavola. È in 
parte la tridimensionalità di un rompi- 
capo a riccio a impedire una soluzione 
facile. Una creatura a quattro dimensio- 
ni non avrebbe alcun problema con uno 
dei rompicapo di Cutler perché potreb- 
be sfruttare una nuova e diversa dimen- 
sione su. Invece, anche una creatura a 
quattro dimensioni nel rimontare un ric- 
cio incontrerebbe forse le stesse difficol- 
tà che noi abbiamo a ricomporre un 
rompicapo a due dimensioni. Questo 
esperimento mentale suggerisce un 
rompicapo a riccio bidimensionale da 
smontarsi facendo scivolare di lato i pez- 
zi piatti fuori da una tavola coperta. È 
possibile una cosa del genere? Suppo- 
niamo che ci siano otto pezzi nel nostro 
rompicapo a riccio bidimensionale. Due 
pezzi sporgono da ogni lato della tavola; 
i pezzi interni possono avere qualsiasi 
forma rettilinea. I lettori sono invitati a 
proporre dei progetti. 

L'enigmatico rompicapo di Engel mi 
ha procurato alcune ore di divertimento 
e di frustrazione. Non ho ancora una 
soluzione generale ma Douglas R. Hof- 
stadter (autore della rubrica «Temi 
metamagici» che appariva su questa ri- 
vista alcuni anni fa) ha sviluppato un 
programma per manipolare i cerchi. 
Engel scrive 

cubo di Rubik non sono riusciti a combi- 
nare nulla con il suo rompicapo. 

L'enigma è fatto di due cerchi che si 
intersecano, inseriti in un contenitore 
di plastica. Intorno a ogni cerchio ci 
sono sei sassi mischiati a sei ossi. I sassi 
sembrano dei triangoli ingrassati e gli 
ossi dei rettangoli denutriti. Dato che 
si intersecano, i cerchi hanno in comu- 
ne due sassi e un osso (si veda l'illu- 
strazione a pagina 180). I cerchi di sassi 
e di ossi possono essere ruotati. Se un 
cerchio, per esempio quello superiore, 
viene ruotato di 60 gradi, un sasso e un 
osso che erano prima in comune con il 
cerchio inferiore sono spazzati via e 
sostituiti con un nuovo sasso e un nuo- 
vo osso. Ruotando alternativamente i 
due cerchi di un multiplo qualsiasi di 
60 gradi si mescolano efficacemente i 
sassi e gli ossi. 



Un rompicapo di esomini tratto dalla cornucopia di Stewart T. Coffin 



Nella sua configurazione iniziale, il 
rompicapo è diviso in 10 zone organizza- 
te in figure esagonali. Vi sono otto zone 
esterne con quattro colori, rosso, aran- 
cione, azzurro e nero. Zone simmetri- 
camente opposte hanno lo stesso colore. 
Vi sono poi due zone inteme, una in 
ciascun cerchio, colorate di giallo e di 
verde. Ogni sasso si trova in tre zone e h a 
quindi tre colori. Ogni osso sta in due 
zone soltanto e ha quindi appena due 
colori. 

Quando si mescolano i cerchi di Engel 
secondo la procedura descritta, salta 
fuori un confuso mosaico di colori; ciò 
che era prima tranquillo e ordinato ap- 
pare ora un caos colorato. Come è pos- 
sibile che sia così difficile un rompicapo 
che ha appena una frazione delle mosse 
disponibili in un cubo di Rubik? 

Engel mi ha mostrato un intero insie- 
me di istruzioni, ma lo terremo di riserva 
per qualche mese in modo da dare a tutti 
i lettori interessati la possibilità di risol- 
vere il rompicapo. Ci aspettiamo che gli 
amanti del calcolo forniscano algoritmi 
di spettacolare efficacia. 

lo non ho scritto un programma del 
genere, ma l'analisi che segue potrebbe 
rivelarsi utile. Quando il rompicapo non 
è mischiato, si numerino i sassi in senso 
orario da a 9, partendo dall'osso a 
sinistra che si trova in entrambi i cerchi. 
La configurazione ha allora questa tra- 
scrizione: 

012345678 9. 

Supponiamo di ruotare il cerchio supe- 
riore di 60 gradi in senso orario. Se con- 
sideriamo che le 10 posizioni della suc- 
cessione qui sopra stiano per le corri- 
spondenti posizioni nel rompicapo, la 
rotazione produce una permutazione: 

501 234678 9. 

Si noti che, in effetti, il 5 è stato 
strappato dalla sesta posizione e posto 
nella prima. I lettori possono facil- 
mente generare le altre tre permuta- 
zioni. Tutte e quattro possono essere 
inserite in un programma che opera su 
una matrice di dimensione 10. All'ini- 
zio la matrice contiene i numeri in 
ordine ascendente: applicando poi le 
permutazioni in ordine casuale si mi- 
schia il rompicapo. Lo stesso schema 
di rappresentazione può portare a ten- 
tativi automatizzati per ottenere una 
soluzione più veloce. 

Ora finalmente i lettori capiranno 
perché considero a una sola dimensione 
l'enigma di Engel. L'enigma e i rompi- 
capo a esso collegati possono essere or- 
dinati a Engel, 2935 West Chenango 
Circle, Englewood, Colorado 80110. 

"bell'articolo di settembre, in cui pre- 
-^ sentavo il gioco Odissea del robot, 
proponevo ai lettori di progettare un 
chip personalizzato per il robot che se- 
gue la parete. Il compito è molto più 



complesso di quanto sembri. La difficol- 
tà principale sta nel trattare gli angoli 
convessi: a meno di disattivare il respin- 
gente che produce il movimento quando 
si raggiunge l'angolo, il robot andrà len- 
tamente alla deriva dalla parete verso 
l'interno della stanza. 

Delle soluzioni inviate finora, solo 
due sembrano funzionare. J. P. Schwab, 
un consulente per l'elaborazione dati di 
Meudon, Francia, e Joseph A. Gregor, 
un tenente della U. S. Air Force attual- 
mente assegnato alla base aerea di Lan- 
gley, hanno progettato chip che com- 
prendono quattro flip-flop. Una solu- 
zione con due soli flip-flop può non esse- 
re sufficiente. 

Nell'ultimo mese sono arrivate sul 
mio tavolo decine di diverse formule 
mnemoniche per pi greco. Inutile dire 
che nella loro maggioranza sono state 
proposte da più di un lettore. Tra quelle 
che più mi piacciono ci sono due esten- 
sioni delle formule proposte da me, e 
tante vecchie formule rispolverate e por- 
tate all'attenzione di una nuova genera- 
zione di lettori. Chiuderò su una nota 
internazionale con formule mnemoni- 
che in francese, tedesco e greco. 

Vincitore della categoria estensioni è 
Peter M. Brigham di Brighton, Massa- 
chusetts: «How I wish I could enumera- 
te pi easily, since ali these (censored) 
mnemonics prevent recalling any of pi's 
sequence more simply» [Come vorrei 
poter numerare facilmente pi, visto che 
tutte queste (censura) mnemoniche 
impediscono di ricordare più semplice- 
mente la successione di pi]. 

Il vincitore per quanto riguarda la 
lunghezza è Jay L. Jung di Tempe, Ari- 
zona. La formula mnemonica di Jung 
procede per 1 1 posti decimali. Riporto 
solo i primi 14: «How I wish I could 
enumerate pi easily which men known 
skillful calculate forever...» [Come vor- 
rei poter numerare facilmente pi che 
uomini notoriamente abili calcolano per 
sempre...]. 

Un gran numero di persone, tra cui 
Linus Pauling, mi hanno inviato una o 
più delle seguenti formule: che molti appas 

«How I want a drink, alcoholic of 
course, after the heavy chapters invol- 
ving quantum mechanics.» [Come vor- 
rei qualcosa da bere, naturalmente alco- 
lico, dopo i pesanti capitoli sulla mecca- 
nica dei quanti.] 

«See, I have a rhyme assisting 
my feeble brain, its tasks sometime 

resisting.» 
[Vedete, ho una rima che aiuta il mio 
debole cervello, a volte ostacolando il 
suo lavoro.] 

Now I - even I - would celebrate in 

rhymes inept 
tbe great immortai Syracusan 

rivaled nevennore. 
who by his wondrous lore untold us 

before. 
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made the way straight how to circles 

mensurate 
[Ora anch'io, perfino io, vofreicelebra- 
re in rime inette il grande siracusano, 
che non ebbe mai rivali, che con il suo 
mirabile sapere, a noi prima ignoto, 
rese chiaro il modo per misurare i cer- 
chi.) 

Val la pena di includere in questo ca- 
talogo in miniatura alcune strane ma 
abbastanza divertenti formule mnemo- 



niche. Michael Stueben di Annandalc, 
Virginia, ha inviato dei versi archimedei 
un po' folli: 

How I wish I could recollect pi. 
Eureka! cried the great inventor. 
Christmas pudding, Christmas pie 
is the problem's very center. 
(Come vorrei poter ricordare pi. Eu- 
reka! gridò il grande inventore. Il 
pudding di Natale, la torta di Natale è 
il vero centro del problema.] 



Clive J. Grimstone di Londra, Inghil- 
terra, ha una formula mnemonica che 
arriva a 100 posti decimali ma non in- 
clude il 3 iniziale. Ecco la prima delle 
numerose strofe di cui si compone la sua 
curiosa formula: 

I know a maths professor. 
He always weeps and sighs 
whenever polyhedra 
capsize... 

[Conosco un professore di matema- 
tica. Egli piange sempre e sospira 
ogni volta che i poliedri si rovescia- 
no...] 




L enigma di Engel (non mischiato) 



I lettori che abbiano una buona me- 
moria musicale possono ricordare pi 
canticchiando o fischiando il motivo 
proposto da Rodney A. Brooks di Bet- 
hesda, Maryland. Per evitare il proble- 
ma tipografico della notazione musicale, 
ricorderò che Brooks assegna ogni cifra 
di pi a una nota della scala diatonica. In 
tonalità di do, per esempio, do = l,re = 
2 e così via. Accanto a ogni cifra che 
indica la nota compare tra parentesi un 
numero che indica la durata espressa 
come multiplo di una semicroma. La 
notazione è allora 

3(1)1(1)4(1)1(1)5(5)9(1)2(1)6(1)5(6) 
3(1)5(1)8(5)9(1)7(1)9(1)3(6)2(1)3(1) 
8(1)4(1)6(4)2(2)6(6)4(2)3(12). 

Il tempo è in 4/4 e la prima divisione di 
misura cade tra la quarta e la quinta 
nota. 

Tre lettori, tra cui John Henrick di 
Seattle, Washington, hanno inviato i 
versi seguenti: 

Oue j'aime à faire apprendre un 

nombre utile aux sages! 
Immortel Archimede artiste 

ingénieur 
(Jui de ton jugement peut priser la 

valeur! 
Pour moi ton problème eut de 

pareils avantages. 

II contributo in tedesco di Henrick: 

Wie? O! Dies tt 

Macht emstlich so vielen viele 

Muh! 
Lernt immerhin Jiinglinge, leichte 

Verselein. 
Wie so zum Beispiel dies dtirfte zu 

merken sein! 

I Greci, nella persona di Archimede, 
hanno detto la prima parola su pi. Linos 
J. Jacovides di Birmingham, Michigan, è 
convinto che debbano avere anche l'ul- 
tima: 

dei ó 9eòc, ó jiévac, yeu^Tpe! tò 
kukXou lir|KO<; iva óptcrr] òia^éxpcp. 

[L'onnipotente Iddio gioca con la geo- 
metria per definire la circonferenza del 
cerchio in termini del suo diametro.] 
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